Procesos biotecnológicos integrados para la producción y purificación de antígenos del virus del dengue by Smith, María Emilia
 
 
 
Universidad de Buenos Aires  
Facultad de Farmacia y Bioquímica 
Instituto Nanobiotec (UBA-CONICET),  
Cátedra de Biotecnología  
 
 
Procesos biotecnológicos  
integrados para la producción y  
purificación de antígenos  
del virus del dengue 
 
 
TESIS DOCTORAL 
 
 
 
Tesista: Bioq. Farm. María Emilia Smith 
Director: Dr. Julián Rodríguez Talou 
Año: 2016 
1 
 
Agradecimientos 
Quiero agradecer en primer lugar a la Universidad de Buenos Aires y, más 
específicamente, a la Facultad de Farmacia y Bioquímica, institución que me ha 
permitido formarme profesionalmente durante más de 11 años, dándome la posibilidad 
en ese tiempo de conocer gente muy valiosa. 
Las primeras personas valiosas que me llevo de esta facultad son mis compañeros de 
cursada, que se convirtieron finalmente en amigos de la vida: Evi y Cele, que terminaron 
siendo parte de mi grupo de amigas de Areco; Nati, compañera incondicional hasta el 
final; Bel, Ana, Debo, Sofi, Mari, Ani A., Pablito, Augus y Juampi, un grupo de gente 
maravillosa que espero no perder nunca, aunque los caminos de la vida nos vayan 
alejando.  
Habiendo terminado la cursada, me incorporé a la Cátedra de Biotecnología donde 
desarrollé mi tesis de doctorado, rodeada de gente de la que me llevo muchos 
conocimientos y, además, muchos momentos inolvidables. 
Quiero agradecer a mi director, el Dr. Julián Rodríguez Talou, que fue quien me dio la 
posibilidad de incorporarme a la Cátedra y que además me apoyó durante todo el 
desarrollo de mi tesis. A la Dra. Ana María Giulietti que siempre mostró mucho interés 
en el avance de mis experimentos y de la que se aprende con solo tener una simple 
charla de la vida. A la Dra. María Victoria Miranda que me guio y apoyó durante los 
últimos años de mi doctorado, siempre con la mejor predisposición.  
Al grupo de los “vegetales” tengo que agradecerles haberme permito trabajar durante 
estos cinco años en un ambiente inmejorable, ayudándome siempre cuando lo necesité. 
A María por todo su apoyo, su interés en mi trabajo y su ayuda incondicional. A Víctor y 
a Juli, por esas charlas motivadoras y por su compañía en el día a día. A Panchito y Ale 
Cardillo, por siempre ponerle onda y hacer los días más divertidos, y a Caro por haberme 
ayudado a dar los primeros pasos. 
A Nico U. y a Alex, por haberme ayudado siempre que lo necesité y sobre todo en mis 
experimentos con baculovirus. 
2 
 
A Clara, Walter, Lucas R., Fede, Ale N., Rodri, Silvia Camperi, Silvia Coria, Edy, Susana, 
Camilia, Silvana, Sole y Agustín por los momentos compartidos y el apoyo recibido.  
Al grupo fernet y anexos (para no dejar a nadie afuera, ni herir sensibilidades, jaja), por 
tantos viernes compartidos y por compartir: Juan, Luquitas Jr, Lauta, Tomi, Fer, Dani, 
Belu, Marian, Guada, Luz, Euge, Nico C. 
Por otro lado, quiero agradecer a mi familia que siempre me apoyó, me dio la posibilidad 
de estudiar y de ser quien soy hoy. 
A Juani, por haberme acompañado durante todos estos años, confiando siempre en mí 
y admirando mi trabajo. 
A mis amigas de la vida Jua, Mari, Lulo, Loli, Gan y Luchi que siempre estuvieron 
presentes. 
Gracias a todos los que de una manera u otra hicieron posible el desarrollo de esta tesis.       
 
   
3 
 
Divulgación de los resultados y distinciones 
Parte de los resultados de esta tesis han sido publicados en: 
Integrated process for the purification and immobilization of the envelope protein domain III of 
dengue virus type 2 expressed in Rachiplusia nu larvae and its potential application in a 
diagnostic assay. María Emilia Smith, Alexandra Marisa Targovnik, Julieta Cerezo, María 
Alejandra Morales, María Victoria Miranda, Julián Rodríguez Talou. Protein Expression and 
Purification. En revisión. 
Como resultado de este trabajo se recibió el siguiente premio: 
Premios UBATEC 2015: 1° Premio en la categoría Investigadores, Docentes, Graduados y/o 
Alumnos - UBA. Otorgado por UBATEC S.A. Monto: $260.000. Proyecto: Desarrollo de un 
enzimoinmunoensayo de bajo costo para el diagnóstico de dengue. 
Este trabajo ha dado lugar a las siguientes presentaciones en congresos y reuniones 
científicas nacionales e internacionales: 
Low-cost production of dengue virus E-domain III for an immunoassay development, 5th Pan-
American Dengue Research Network Meeting Panama, 20-23 de abril de 2016, Panama City, 
Panamá. Seleccionado para presentación oral. 
Expresión de un antígeno del virus del Dengue en células y larvas de insectos fusionado a 
hidrofobina para su purificación directa en sistemas de dos fases acuosas, XXXV Reunión 
Científica Anual de la Sociedad Argentina de Virología, 3 de diciembre de 2015, Facultad de 
Medicina, UBA. Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina. Invitada para participar como 
disertante. 
Desarrollo de un kit de diagnóstico de bajo costo para dengue utilizando antígenos 
recombinantes producidos en larvas de insectos, V Congreso de Enfermedades 
Endemoepidémicas del Hospital de Infecciosas Francisco J. Muñiz, 11-13 de noviembre de 2015, 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina. 
Producción de un antígeno del virus del dengue en larvas de insecto para el desarrollo de un kit 
de diagnóstico de bajo costo, XII Jornadas de Farmacia y Bioquímica Industrial, JorFyBI 2015, 4-
7 de agosto de 2015, Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina. 
4 
 
Expresión de un antígeno del virus del Dengue en células y larvas de insectos fusionado a 
hidrofobina para su purificación directa en sistemas de dos fases acuosas, XI Congreso Argentino 
de Virología (CAV 2015), 23-26 de junio de 2015, Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina. 
Plataforma biotecnológica integrada para la producción y purificación de antígenos del virus del 
Dengue en células de insecto, III Simposio Argentino de Procesos Biotecnológicos (SAPROBIO), 
9-10 diciembre de 2014, Santa Fe, Santa Fe, Argentina. 
Expresión transiente de antígenos del virus del Dengue en plantas de Nicotiana benthamiana, 
VIII Encuentro de Latinoamericano del Caribe de Biotecnología – REDBIO2013, 18-22 noviembre 
de 2013, Mar del Plata, Argentina. 
Integrated platform for the production and purification of recombinant proteins in plant Systems, 
XLVIII Reunión Anual de la Sociedad Argentina de Investigación en Bioquímica y Biología 
Molecular (SAIB), 29 octubre-1 noviembre 2012, Mendoza, Argentina. 
Otros trabajos publicados durante el desarrollo de esta tesis: 
Assessing the glyphosate tolerance of Lotus corniculatus and L. tenuis to perform 
rhizoremediation strategies in the Humid Pampa (Argentina). Francisco Massot, María Emilia 
Smith, Victoria Andrea Vitali, Ana María Giulietti, Luciano José Merini. Ecological Engineering. 
May 2016, Vol. 90, p. 392-398.  
Synergistic effect of methyl jasmonate and cyclodextrins on anthraquinone accumulation in cell 
suspension cultures of Morinda citrifolia and Rubia tinctorum. María Perassolo, María Emilia 
Smith, Ana María Giulietti, Julián Rodríguez Talou. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC): 
Journal of Plant Biotechnology. Feb 2016, Vol. 124 (2), p 319-330. 
  
5 
 
Resumen 
El dengue es la enfermedad viral transmitida por vectores de mayor importancia en el 
mundo en términos de morbilidad y mortalidad. Su incidencia ha aumentado 
enormemente en las últimas décadas y se estima que se producen 390 millones de 
infecciones cada año. En Argentina, si bien el comportamiento del dengue es epidémico, 
se verifica la presencia del vector en la mayoría de las provincias. Para su diagnóstico, 
los enzimoinmunoensayos que permiten la detección de IgM e IgG anti-dengue son 
métodos muy utilizados en la práctica clínica, debido a su simplicidad y rapidez. Sin 
embargo, la mayoría de los reactivos disponibles en la actualidad utilizan antígenos 
obtenidos a partir del virus completo, lo que disminuye su especificidad debido a la 
reactividad cruzada con otros flavivirus. Por otro lado, los reactivos comerciales que 
utilizan antígenos recombinantes tienen un alto costo y, por lo tanto, no son accesibles 
para todos los laboratorios.   
El objetivo general de este trabajo fue el desarrollo de un proceso integrado para la 
producción y purificación antígenos del virus del dengue de manera recombinante 
utilizando plataformas de bajo costo para el desarrollo de un enzimoinmunoensayo 
diagnóstico. Los antígenos con los que se trabajó fueron la proteína de la envoltura del 
virus del dengue serotipo 2 (en su versión truncada que carece de la región 
transmembrana, Et) y su dominio III (DomIII). Estos antígenos se expresaron fusionados 
con la Hidrofobina I (HFB) de Trichoderma reesei con el fin de purificarlos fácilmente y 
de manera económica por sistemas de dos fases acuosas (ATPS). Se ensayaron dos 
sistemas de expresión, uno basado en plantas de Nicotiana benthamiana y el otro 
basado en células y larvas de insectos utilizando baculovirus recombinantes. 
Mediante el sistema de expresión transiente en plantas de N. benthamiana se logró 
expresar la proteína Et fusionada a HFB (EtHFB), sin embargo, no se logró expresar el 
DomIII fusionado a HFB (DomIIIHFB). La extracción de EtHFB del tejido vegetal requirió 
el uso de SDS y DTT como aditivos en el buffer de extracción, lo que imposibilitó su 
purificación por ATPS con Tritón X-114. 
Para la expresión en células y larvas de insectos se desarrollaron baculovirus 
recombinantes conteniendo el cassette de expresión para EtHFB y para DomIIIHFB. Se 
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estudió la expresión de las proteínas recombinantes en células de la línea Sf9 infectadas 
con los baculovirus. Si bien se esperaba encontrar las proteínas en el sobrenadante de 
cultivo, EtHFB fue completamente retenida en el interior celular, mientras que 
DomIIIHFB fue en parte liberada al medio extracelular. La extracción de EtHFB del 
interior celular requirió, al igual que lo sucedido en plantas, de la adición de SDS y DTT 
al buffer de extracción, hecho que imposibilitó su posterior purificación por ATPS. Se 
ensayó la purificación DomIIIHFB desde el sobrenadante de cultivo por ATPS utilizando 
tres concentraciones de Tritón X-114: 2, 5 y 8% y, si bien la proteína se concentró, el 
grado de pureza alcanzado fue del 20% en la mejor condición (2% de Tritón X-114). 
Por otro lado, se estudió la expresión de EtHFB y DomIIIHFB en larvas de Rachiplusia nu 
infectadas con los baculovirus recombinantes. En este sistema, se obtuvieron altos 
niveles de expresión para DomIIIHFB (4,5 mg/g de larva), pero no fue posible evidenciar 
la expresión de EtHFB. DomIIIHFB pudo ser extraída de las larvas con buffer PBS sin 
aditivos, lo que permitió estudiar su purificación por ATPS con Tritón X-114. Se ensayó 
la purificación a partir de extractos crudos de larvas, utilizando Tritón X-114 al 2, 5 y 8%. 
Se alcanzó una pureza superior al 80% al utilizar un 2% de Tritón X-114 (mejor condición) 
en un solo paso y con un rendimiento del 73%. La identidad de la proteína purificada fue 
confirmada por espectrometría de masa, por el análisis de los péptidos obtenidos luego 
de su digestión con tripsina. De esta manera, se logró obtener una plataforma de bajo 
costo para la producción de DomIIIHFB, basada en su producción en larvas de R. nu y su 
purificación por ATPS con Tritón X-114 al 2%. 
Con el antígeno así obtenido se desarrolló un enzimoinmunoensayo de tipo indirecto 
para la detección de inmunoglobulinas anti-dengue en suero de pacientes. Para ello, se 
estudió la inmovilización de DomIIIHFB en placas multipocillo, tanto hidrofílicas como 
hidrofóbicas, y se compararon los resultados con aquellos obtenidos inmovilizando 
DomIII (sin el tag de HFB). DomIIIHFB se inmovilizó eficientemente en ambos tipos de 
placas, mientras que DomIII sólo lo hizo en aquellas de tipo hidrofílico. Se seleccionaron 
las placas hidrofóbicas de poliestireno para el inmunoensayo, dado que son las más 
económicas. Se optimizó la inmovilización del antígeno en esta superficie y se determinó 
que con la cantidad de DomIIIHFB obtenida a partir de una larva, se pueden producir 22 
placas de 96 pocillos sensibilizadas. 
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En cuanto a la detección de inmunoglobulinas anti-dengue en el suero de pacientes 
infectados por el virus, se vio que el inmunoensayo desarrollado fue capaz de detectar 
sólo IgG anti-dengue serotipo 2 y no así de los otros serotipos. Además, no presentó 
inmunorreactividad cruzada cuando se ensayaron sueros de pacientes positivos para 
otros flavivirus (virus de la Fiebre amarilla y virus de la encefalitis de San Luis). Estos 
resultados si bien son preliminares, ya que se estudió un bajo número de sueros, son 
muy alentadores dado que permitirían disponer de un inmunoensayo para la 
serotipificación de una infección por el virus del dengue en la etapa de convalecencia, 
lo que en la actualidad se realiza por ensayos de neutralización, que son sumamente 
engorrosos y complejos y que sólo se encuentran disponibles en laboratorios de 
referencia. 
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“Si buscas resultados distintos, no hagas siempre lo mismo.” 
Albert Einstein  
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Abreviaturas 
°C: grado Celsius. 
% v/v: concentración porcentual en volumen. 
µg: microgramo. 
µl: microlitro. 
µM: micromolar  
Ac: anticuerpo. 
AcMNPV: Virus de la Poliedrosis Nuclear de Autographa califórnica.  
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
Ag: antígeno. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ATPS: sistemas de dos fases acuosas (por sus siglas en inglés, Aqueous Two-Phase 
Systems). 
BSA: seroalbúmina bovina. 
C: proteína de la cápside del virus del dengue. 
c. n. p.: cantidad necesaria para. 
c. s. p.: cantidad suficiente para. 
DENV: virus del dengue. 
DMSO: dimetilsulfóxido. 
DO: densidad óptica. 
Dom: dominio de la proteína de la envoltura del virus del dengue. 
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DomIIIHFB: dominio de la proteína de la envoltura del virus del dengue fusionado a la 
proteína Hidrofobina I de Trichoderma reesei. 
dNTP: desoxirribonucleotido trifosfato. 
dpi: días postinfección. 
DTT: ditiotreitol.  
E: proteína de la envoltura del virus del dengue. 
EDTA: ácido etilénico diamino tetracético. 
ELISA: ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas (del inglés Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay). 
Et: proteína de la envoltura del virus del dengue que carece de su región transmembrana 
(truncada). 
EtHFB: proteína de la envoltura del virus del dengue que carece de su región 
transmembrana (truncada) fusionada a la proteína Hidrofobina I de Trichoderma reesei. 
fac: fase acuosa. 
fdet: fase rica en detergente. 
Fig.: figura. 
fisobut: fase rica en isobutanol. 
Fw: del inglés Forward, utilizado para designar al cebador directo de una reacción de 
PCR. 
g: gramo. 
GFP: proteína verde fluorescente (del inglés Green Fluorescent Protein). 
GFPHFB: proteína verde fluorescente fusionada a la proteína Hidrofobina I de 
Trichoderma reesei. 
GUS: glucuronidasa. 
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h: hora. 
H2O: Agua. 
H2Od: Agua destilada. 
HFB/s: Hidrofobina/s. 
HFBI: Hidrofobina I de Trichoderma reesei. 
I: interfase. 
IgG: inmunoglobulina de tipo G. 
IgM: inmunoglobulina de tipo M. 
kb: kilobase. 
kDa: kilodalton. 
KDEL: secuencia de retención en el retículo endoplasmático. 
l: litro. 
LB: medio de cultivo Luria-Bertani 
M: proteína de la membrana del virus del dengue. 
mA: miliamper. 
min: minuto. 
ml: mililitro. 
mM: milimolar. 
MOI: multiplicidad de infección (del inglés multiplicity of infection). 
nm: nanómetro. 
nM: nanomolar. 
NS: proteína no estructural del virus del dengue. 
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nt: nucleótido/s. 
OMS: Organización Mundial de la Salud. 
p19: proteína del virus del enanismo arbustivo del tomate (tomato bushy stunt virus, 
TBSV) supresora del silenciamiento genético en plantas. 
PAHO: Organización Panamericana de la Salud (del inglés Pan American Health 
Organization). 
pb: pares de bases. 
PBS: buffer fosfato salino. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction). 
PM: peso molecular. 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride). 
PNRT: técnica de neutralización por reducción del número de placas (del inglés, Plaque 
Reduction Neutralization Test). 
prM: precursor de la proteína de la membrana del virus del dengue. 
PS: péptido señal. 
rpm: revoluciones por minuto. 
RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa inversa.  
Rv: del inglés Reverse, utilizado para designar al cebador inverso de una reacción de PCR. 
s: segundo, unidad de tiempo. 
SDS: dodecil sulfato de sodio. 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. 
Sf9: línea celular derivada de tejido de ovario pupal de la larva Spodoptera frugiperda. 
SLEV: virus de la encefalitis de San Luis (del inglés Saint Louis Encephalitis virus). 
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TEV: Tobacco Etch virus. 
ufp: unidades formadoras de placa. 
UV: ultravioleta. 
V/cm: Volts por centímetro. 
WNV: virus del Nilo Occidental (del inglés West Nile virus). 
x g: fuerza g, medida de aceleración. 
YFV: virus de la fiebre amarilla (del inglés Yellow Fever virus).  
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Introducción 
1 Dengue 
El dengue es una enfermedad viral que se trasmite al humano por la picadura de 
mosquitos hembras del género Aedes infectados con el virus del dengue, siendo el 
principal vector el mosquito Aedes aegypti. La infección puede transcurrir de manera 
asintomática, puede generar fiebre y síntomas inespecíficos similares a una gripe o 
puede evolucionar a una forma grave y potencialmente mortal llamado dengue grave 
(conocido anteriormente como dengue hemorrágico) [1].  
1.1 Epidemiología y distribución mundial 
Los cambios ecológicos ocasionados durante la Segunda Guerra Mundial en la región del 
sudeste asiático contribuyeron a la expansión geográfica tanto del mosquito Aedes 
aegypti como del virus del dengue, modificando considerablemente la epidemiología 
del dengue. La primera epidemia de dengue grave se registró en Manila, Filipinas, entre 
los años 1953 y 1954, convirtiéndose en la primera causa de hospitalización y muerte de 
niños para mediados de 1970 en países asiáticos. En América, se registró transmisión 
epidémica de dengue recién a fines de los años 70. En 1946 la Organización 
Panamericana de la Salud (PAHO) lanzó en esta región un programa para la erradicación 
del mosquito Aedes aegypti con el fin de eliminar la fiebre amarilla. En la década de 1970 
este programa se abandonó, lo que ocasionó la reaparición del mosquito en la región y 
un aumento dramático de epidemias de dengue. Para los años 80, se registraron en 
América epidemias de dengue en países libres de la enfermedad por más de 35 a 130 
años [2]. 
En la actualidad, el dengue se ha vuelto endémico en más de 100 países tropicales y 
subtropicales alrededor del mundo. La incidencia de dengue ha aumentado 
enormemente en las últimas décadas y, pese a que su notificación es aún insuficiente, 
se estima que se producen alrededor de 400 millones de casos de dengue por año en el 
mundo [1].  
En Argentina, luego de 70 años sin dengue se notificaron en 1998 casos de transmisión 
autóctona en la zona norte del país. En el año 2009, se produjo un brote de DENV-1 en 
el que el Ministerio de Salud Pública de la Nación notificó 1289 casos de dengue 
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confirmados por laboratorio, siendo hasta este año el mayor brote registrado en nuestro 
país. En lo que va del año 2016 (primeras 30 semanas epidemiológicas, del 3/1 al 
31/07/16) se notificaron 76.803 casos sospechosos de dengue incluyendo probables, 
confirmados, descartados y en estudio. De ellos, 41.207 corresponden a casos 
confirmados o probables autóctonos, mientras que 2.681 corresponden a casos 
confirmados o probables importados. Se descartaron 18.555 casos y permanecen en 
estudio 14.360. Los serotipos detectados corresponden a DENV-1 y 4 y hasta el 
momento se reportaron 11 pacientes fallecidos con dengue que deberán ser evaluados 
para su clasificación final. En las primeras 30 semanas epidemiológicas de 2016 los casos 
acumulados superan en un 53,04% a los registrados en el 2009 para el mismo período 
[3]. 
1.2 El virus del dengue 
El virus del dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae, y presenta 
cuatro serotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). Estos serotipos, si bien 
se encuentran estrechamente emparentados, presentan diferencias antigénicas que 
hacen que la infección por un serotipo confiera inmunidad de por vida contra este 
serotipo, no así contra el resto [4].Es un virus envuelto de ARN simple cadena de 
polaridad positiva. Contiene una membrana lipídica que deriva de las células del 
huésped, donde se insertan las proteínas de membrana (M) y de envoltura (E). En su 
interior se encuentra el genoma viral, de aproximadamente 11 kb, asociado a proteínas 
de la cápside (C). Este codifica para un único precursor poliproteico, el cual es clivado 
por proteasas del virus y del huésped dando lugar a 10 proteínas, 3 de ellas estructurales 
(M, E y C)  y 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) [5]. En la 
figura 1 se muestra una representación esquemática del genoma viral y de la 
poliproteína.  
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Figura 1. Esquema del ARN genómico del virus del dengue y de la poliproteína que se obtiene a partir del 
genoma. RNT: Región no traducida. C: Cápside. M: Membrana. E: Envoltura. NS: No estructural. 
Las proteínas virales no estructurales son aquellas que se encuentran codificadas en el 
genoma viral pero que no forman parte de la partícula viral. Estas proteínas se expresan 
en las células infectadas por el virus y cumplen funciones en la replicación y en 
ensamblado del virus. A continuación, se incluye una breve descripción de las proteínas 
no estructurales del virus del dengue.  
La glicoproteína NS1 es una proteína de aproximadamente 46 kDa que contiene 2 sitios 
de N-glicosilación y 12 cisteínas conservadas que forman puentes disulfuros. Esta 
proteína tiene ubicación tanto intracelular como asociada a la membrana de las células 
infectadas, y es también secretada desde células de mamíferos, no así desde células de 
insectos. La forma secretada de NS1 se acumula en altos niveles en el suero de personas 
infectadas con el virus y su detección puede ser utilizada para el diagnóstico en la fase 
aguda de la enfermedad. Se sabe que esta proteína juega un rol fundamental en la 
replicación del genoma viral [6]. 
La proteína NS2A es una proteína hidrofóbica pequeña de 22 kDa cuya función es aún 
desconocida. Se sabe que interacciona con las proteínas NS3 y NS5 y con el extremo 3’ 
del ARN en el complejo de replicación. La proteína NS2B es también una proteína 
pequeña de 14 kDa asociada a membrana. Forma un complejo con la proteína NS3 y 
actúa como un cofactor esencial para la actividad de serina-proteasa de NS2B-3 [6].  
La proteína NS3 es una proteína de 70 kDa multifuncional que participa en el 
procesamiento de la poliproteína y en la replicación del genoma viral [6]. 
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Las proteínas NS4A y NS4B son proteínas hidrofóbicas pequeñas, de 16 y 27 kDa 
respectivamente. NS4A está implicada en la replicación del RNA. NS4B es una proteína 
de membrana cuya función es desconocida. Se sabe que co-localiza con NS3 en sitios de 
replicación del ARN [6]. 
La proteína NS5 es una fosfoproteína grande de 103 kDa, altamente conservada, que 
posee múltiples funciones. Su dominio C-terminal presenta actividad de ARN polimerasa 
dependiente de ARN y su dominio N-terminal interviene en el proceso de capping del 
ARN [6]. 
Las proteínas virales estructurales son aquellas que forman parte de la partícula viral 
madura. A continuación, se incluye una breve descripción de las proteínas estructurales 
que forman parte del virus del dengue.  
La proteína de la cápside o proteína C es una proteína altamente básica de 11 kDa. Como 
se mencionó anteriormente, forma un complejo ribonucleoproteico con el ARN 
protegiéndolo de la degradación y participa en el ensamblaje de las partículas virales [7]. 
La proteína de membrana o proteína M es un pequeño fragmento proteolítico de 8 kDa 
que se obtiene a partir de un precursor de 21 kDa conocido como prM. Este precursor 
se pliega rápidamente y asiste al correcto plegado de la proteína E. Por  otro lado, impide 
que la proteína E sufra un rearreglo y fusión durante el transporte de la partícula viral 
por la vía secretoria [8].   
La proteína de la envoltura o proteína E es una glicoproteína de 53 kDa y es la principal 
proteína superficial del virus. En la siguiente sección se describirá con más detalle esta 
proteína.  
1.3 La proteína E 
La proteína E es una proteína de 495 aminoácidos que presenta 6 puentes disulfuro y 
dos sitios de N-glicosilación en las asparaginas 67 y 153. Interviene en numerosas 
funciones del ciclo de vida del virus durante el ensamblado, la brotación, la adhesión a 
las células huésped y la fusión de la membrana viral. A su vez, es el principal blanco de 
los anticuerpos que neutralizan el virus [9]. 
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En la superficie del virus hay 180 copias de la proteína E y 180 copias de la proteína prM. 
En la forma inmadura del virus, estas proteínas se encuentran formando picos que 
contienen cada uno 3 copias de prM y 3 copias de E. Cuando el virus madura y se produce 
el clivaje proteolítico de prM en pr y M, el virus se libera al exterior celular, pr se disocia 
del mismo y la proteína E se rearregla formando 90 dímeros de proteína E (Fig. 2) [10]. 
Este homodímero se encuentra en una disposición cabeza-cola. 
 
Figura 2. Virus del dengue. A. Partícula viral inmadura. Presenta las proteínas prM y E formando picos (círculo). B. 
Partícula viral madura. La proteína E se encuentra formando homodímeros de disposición cabeza-cola. Tomado 
de Qi et al., 2008 [11]. 
Estructuralmente la proteína E está dividida en una región transmembrana, que ancla la 
proteína a la membrana del virus por el extremo C-terminal y se corresponde con los 
aminoácidos 396-495, y una región soluble expuesta al medio conocida con el nombre 
de ectodominio, que abarca desde el aminoácido 1 al 395 [12]. Este ectodominio se 
encuentra a su vez dividido en 3 dominios estructurales: el dominio I (DomI) que si bien 
se encuentra en el N-terminal de la proteína, estructuralmente representa la región 
central de la misma; el dominio II (DomII) que posee un péptido de fusión el cual se 
encuentra implicado en la fusión de la membrana y la dimerización de la proteína E; y el 
dominio III (DomIII) que es un dominio inmunoglobulina-símil implicado en la unión a 
receptores celulares [13]. El DomI se encuentra glicosilado en el asparagina 153, el DomII 
en la asparagina 67, mientras que el DomIII no presenta glicosilaciones. En la figura 3 se 
muestra un esquema de los dominios de E en la estructura primaria de la proteína (Fig. 
3 A) y en un homodímero de E (Fig. 3 B).  
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Figura 3. Proteína E del virus del dengue. A. Esquema de la estructura primaria de la proteína E donde se muestra 
el dominio I en rojo, el dominio II en amarillo, el dominio III en azul y la región transmembrana en celeste. B. 
Diagrama de cintas de un homodímero de E en donde se muestran los distintos dominios en los mismos colores 
que en A. Tomado de Modis 2005 [14].  
El dominio II contiene principalmente epitopes que generan anticuerpos con reactividad 
cruzada para los distintos flavivirus y para los distintos serotipos del virus del dengue, 
mientras que el dominio III contiene principalmente epitopes que generan anticuerpos 
neutralizantes específicos de serotipo [15].  
1.4 Prevención de la infección y manejo de la enfermedad 
Dado que la enfermedad es transmitida por mosquitos del género Aedes, la mejor 
manera de prevenir la enfermedad es controlando al mosquito que la transmite. Para 
ello, tanto la Organización Mundial de la Salud (OMS) como el Ministerio de Salud de la 
Nación aconsejan eliminar en el interior de los hogares y sus alrededores recipientes 
donde se acumula agua, ya que son potenciales criaderos de mosquitos. Por otro lado, 
se aconseja utilizar repelentes, ropa de mangas largas y mosquiteros en las casas para 
prevenir las picaduras de mosquitos (http://www.msal.gov.ar/dengue/medidas-
preventivas/).  
Otra forma de prevenir la enfermedad es a través de una vacuna. La única vacuna 
disponible en la actualidad fue desarrollada por la empresa Sanofi Pasteur y sólo ha sido 
aprobada recientemente en seis países: el primer país en aprobar la vacuna fue México 
el 9 de diciembre de 2015, seguido por Filipinas el 22 de diciembre de 2015, Brasil el 28 
de diciembre de 2015, El Salvador el 5 de febrero de 2016, Costa Rica el 21 de junio de 
2016 y por último Paraguay el 16 de agosto de 2016. La vacuna llamada Dengvaxia (CYD-
TDV) se aprobó para su uso en personas de entre 9 y 45 años residentes en zonas 
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endémicas (entre 9 y 60 años en Paraguay). Se trata de una vacuna tetravalente 
quimérica de virus vivos atenuados desarrollada a partir de la vacuna de la fiebre 
amarilla (cepa atenuada 17D), en la que se reemplazaron los genes estructurales para 
prM y E del virus de la fiebre amarilla por los correspondientes a los 4 serotipos del virus 
del dengue, generándose de esta manera 4 virus quiméricos recombinantes (Fig. 4) [16].  
 
Figura 4. Esquema de la obtención de la vacuna Dengvaxia desarrollada por Sanofi Pasteur. 
Otras empresas están trabajando en el desarrollo de vacunas para dengue, que se 
encuentran en distintas fases de desarrollo. La más avanzada está siendo desarrollada 
por Takeda (Japón), lleva el nombre de DENVax y consiste en una mezcla de una cepa 
del DENV-2 atenuada y 3 cepas quiméricas para DENV-1, DENV-3 y DENV-4 desarrolladas 
en base a la cepa de DENV-2 atenuada, reemplazando los genes para prM y E. Se 
encuentra cursando ensayos clínicos de fase II. Otra vacuna que se encuentra cursando 
ensayos clínicos de fase II está siendo desarrollada por The National Institute of Allergy 
and Infectious Diseases (NIAID, Estados Unidos) y consiste en virus vivos atenuados 
desarrollados a partir de cepas salvajes con mutaciones. Por otro lado, la empresa 
GlaxoSmithKline se encuentra desarrollando una vacuna tetravalente con virus 
inactivados que está cursando ensayos clínicos de fase I. La vacuna V180 desarrollada 
por Merck también se encuentra cursando ensayos clínicos de fase I. Es una vacuna 
recombinante de subunidades que se obtuvo por expresión de las proteínas prM y E en 
28 
 
células de Drosophila. Una vacuna monovalente de DNA está siendo probada por The 
Naval Medical Research Center (Estados Unidos) en ensayos clínicos de fase I [17].  
En lo que respecta al tratamiento de la enfermedad, no existen antivirales específicos 
para el virus del dengue. Por lo tanto, se debe brindar un tratamiento de soporte con el 
objetivo de atenuar los síntomas. Es muy importante mantener el volumen de los 
líquidos corporales, administrando líquidos en forma oral o de manera intravenosa si es 
necesario. Para el alivio de la fiebre se puede utilizar paracetamol. El uso de 
antiinflamatorios no esteroides está contraindicado dado que se podrían exacerbar las 
complicaciones hemorrágicas [10, 18]. 
2 Hidrofobinas 
Las hidrofobinas (HFBs) son proteínas anfifílicas de aproximadamente 10 kDa 
producidas por hongos filamentosos. En su superficie presentan parches hidrofóbicos y 
parches hidrofílicos, lo que les confiere la capacidad de autoensamblarse en membranas 
anfifílicas en interfaces hidrófilas-hidrófobas [19]. Además de poseer una gran cantidad 
de aminoácidos hidrofóbicos, este tipo de proteínas tienen 8 cisteínas conservadas que 
forman puentes disulfuro [20]. En los hongos que las producen, se sabe que cumplen 
con funciones que van desde permitir su adaptación y supervivencia en diferentes 
ambientes, como funciones de tipo estructural, siendo una de sus principales 
características la capacidad de interactuar con superficies y disminuir la tensión 
superficial [21].  
En base a la forma en que se agrupan los aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos, las 
hidrofobinas se clasifican en dos grupos, de clase I y de clase II, cuya principal diferencia 
bioquímica se presenta en la solubilidad de los agregados que forman. Mientras que los 
agregados de hidrofobinas de clase I se disuelven en ácidos fuertes como el ácido 
trifluoroacético, los de hidrofobinas de clase II se disuelven en soluciones acuosas de 
solventes orgánicos como etanol al 60% o en soluciones acuosas de dodecil sulfato de 
sodio (SDS) al 2% [22, 23] .  
Debido a su naturaleza anfifílica y a su capacidad de autoensamblarse, las hidrofobinas 
han resultado proteínas interesantes para distintas aplicaciones. Se ha estudiado su 
capacidad de actuar como emulsificantes para la industria alimentaria, como 
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biosurfactantes y como material de recubrimiento de distintas superficies [24, 25]. 
Además, se vio que como proteínas de fusión aumentan el nivel de producción de una 
proteína recombinante expresada en células vegetales por formación de protein bodies 
[26], permiten su purificación por sistemas de dos fases acuosas (ATPS por sus siglas en 
inglés, Aqueous Two-Phase Systems) utilizando surfactantes no iónicos, y su 
inmovilización a superficies hidrofóbicas, como las de poliestireno presentes en las 
placas multipocillo utilizadas comúnmente en inmunoensayos [27, 28].  
En este trabajo de tesis, hemos utilizado la hidrofobina I (HFBI) de Trichoderma reesei 
como proteína de fusión para el desarrollo de una plataforma integrada que nos permita 
la producción, purificación e inmovilización de los antígenos del virus de dengue.  
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Objetivos generales 
 
 Desarrollar una plataforma biotecnológica integrada para la producción y 
purificación de antígenos del virus del dengue, basada en la expresión de los 
antígenos como proteínas de fusión a una hidrofobina. 
 Desarrollar un enzimoinmunoensayo de tipo indirecto para el diagnóstico 
serológico de dengue utilizando los antígenos recombinantes producidos. 
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Materiales y métodos generales 
1 Escherichia coli: cultivo y manipulación genética 
1.1 Cepa 
Para la amplificación de los plásmidos y para el clonado se utilizó la cepa de E. coli TOP10 
(Invitrogen). 
1.2 Crecimiento y conservación 
La cepa de E. coli TOP10 fue cultivada en medio LB a 37°C. En el caso de cepas 
transformadas, al medio de cultivo se adicionó el antibiótico correspondiente a la 
resistencia incluida en el plásmido. Todas las cepas fueron conservadas a -80°C con la 
adición de glicerol al 15% v/v.  
1.3 Preparación de células ultracompetentes 
Para la preparación de E. coli TOP10 ultracompetentes se siguió el protocolo que se 
detalla a continuación. Se inocularon 5 ml de medio LB con un cultivo de E. coli 
(proveniente de una placa fresca) y se incubaron durante 6 h a 37°C con agitación a 250 
rpm. Se inocularon 3 erlenmeyers conteniendo 50 ml de medio LB con 2; 0,8 y 0,4 ml de 
este precultivo y se incubaron durante 12-15 h a 18°C y agitación a 200 rpm. Se 
monitoreó la densidad óptica (DO) de los cultivos midiendo la absorbancia en 600 nm y 
cuando la misma alcanzó un valor de 0,55 en alguno de los cultivos, se continuó 
trabajando con el mismo, el cual fue transferido a un baño de hielo durante 10 min. El 
resto de los cultivos fueron descartados. Se cosecharon las células por centrifugación a 
2500 x g durante 10 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con 16 ml 
de una solución de Cl2Ca 25 mM frío. Por último, se resuspendieron las células en 4 ml 
de buffer de transformación frío (ver composición en Anexo 1), se agregaron 300 µl de 
DMSO y se incubaron en hielo durante 10 min. Las células así preparadas se alicuotaron 
a volumen de 100 µl en tubos eppendorfs estériles fríos y se congelaron a -80 °C hasta 
su uso. 
1.4 Transformación genética 
Suspensiones de E. coli ultracompetentes se descongelaron y se mantuvieron en hielo 
por 10 min. Se agregó 1 μl de un plásmido cerrado o 10 μl del producto de una reacción 
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de ligación, dependiendo del caso, se mezcló suavemente y se incubó en hielo por 20 
min. Posteriormente se realizó un shock térmico a 42 °C por 90 s y se dejó en hielo por 
5 min adicionales. Luego, se agregó 1 ml de medio LB y se incubó 1 h a 37 °C con agitación 
suave. Se recuperaron las células por centrifugación a 12.000 rpm durante 3 min a 
temperatura ambiente y se resuspendió el pellet celular en 100 µl del mismo 
sobrenadante. Por último, se plaquearon las células en medio LB sólido conteniendo los 
antibióticos correspondientes a las resistencias incluidas en los plásmidos introducidos 
y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Al otro día, las colonias que crecieron se 
aislaron en nuevas placas de LB suplementadas con antibiótico/s. 
1.5 Extracción de ADN plasmídico 
Los plásmidos se aislaron utilizando el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA 
Purification System de Promega, siguiendo las indicaciones del fabricante, a partir de 5 
ml de cultivo de E. coli transformadas con el plásmido de interés en medio LB con el 
antibiótico correspondiente, crecidos durante la noche a 37 °C y 200 rpm de agitación. 
2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
2.1 PCR para amplificación de fragmentos de ADN para clonado 
Para la amplificación de fragmentos de ADN que iban a ser clonados posteriormente 
para la construcción de cassettes de expresión se utilizó la polimerasa de alta fidelidad 
comercial Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity de Invitrogen. A continuación, se 
describe el protocolo general que se utilizó al trabajar con esta enzima: 
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Tabla 1. Protocolo PCR Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity 
Componente  Volumen (µl) Concentración final 
10x High Fidelity Buffer 5 1x 
Mezcla de dNTP 10 mM 1 0,2 mM  
MgSO4 50 mM 2 2 mM 
Primer Fw 10 µM 1 0,2 µM 
Primer Rv 10 µM 1 0,2 µM 
ADN templado 1 - 
Platinum Taq High Fidelity 0.2 1 unidad 
Agua destilada c.s.p. 50 - 
 
El ciclo de PCR que se utilizó para esta enzima es el siguiente: 
Tabla 2. Ciclo PCR Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity 
Paso  Temperatura (°C) Tiempo 
1.Desnaturalización inicial 94 2 min 
2.Desnaturalización 94 20 s 
3. Hibridación 50-60 20 s 
4. Extensión 68 1 min/kb 
5. Extensión final 68 5 min 
 
Se realizó un primer paso de desnaturalización inicial, luego 30 ciclos de repetición de 
los pasos 2; 3 y 4 y finalmente un paso de extensión final.  
2.2 PCR de colonia 
Con el fin de chequear la presencia de un plásmido dentro de una colonia bacteriana se 
realizaron PCR utilizando como templados lisados bacterianos. Para ello, se preparó el 
templado mezclando 5 µl de un cultivo de la colonia a analizar crecido durante toda la 
noche a 37°C con 45 µl de agua destilada estéril y se incubó durante 4 min a 100°C para 
provocar la lisis de las células. Posteriormente, la mezcla se incubó 10 min en hielo y se 
utilizaron 5 µl como templado de la reacción de PCR.  
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En este caso la enzima utilizada en la reacción fue la Taq DNA Polymerase (recombinant) 
de Fermentas. A continuación, se describe el protocolo general utilizado al trabajar con 
esta enzima:  
Tabla 3. Protocolo PCR Taq DNA Polymerase 
Componente  Volumen (µl) Concentración final 
10x Taq Buffer 5 1x 
Mezcla de dNTP 10 mM 1 0,2 mM 
MgCl2 25 mM 3 1,5 mM 
Primer Fw 10 µM 2 0,4 µM 
Primer Rv 10 µM 2 0,4 µM 
ADN templado 5 - 
Taq DNA Pol.  0,25 1,25 unidades 
Agua destilada c.s.p. 50 - 
  
El ciclo de PCR que se utilizó para esta enzima es el siguiente: 
Tabla 4. Ciclo PCR Taq DNA Polymerase 
Paso  Temperatura (°C) Tiempo 
1.Desnaturalización inicial 95 3 min 
2.Desnaturalización 95 30 s 
3. Hibridación 50-60 30 s 
4. Extensión 72 1 min/kb 
5. Extensión final 72 5 min 
 
Se realizó un primer paso de desnaturalización inicial, luego 25 ciclos de repetición de 
los pasos 2; 3 y 4 y finalmente un paso de extensión final. 
3 Purificación de productos de PCR y digestiones 
Para la purificación de productos de PCR del medio de reacción y de fragmentos de 
digestiones obtenidos a partir de un gel de agarosa, se utilizó el kit comercial Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
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4 Cuantificación de proteínas  
4.1 Cuantificación de proteínas totales por el método de Bradford 
La concentración de proteínas totales de las diferentes muestras se determinó por el 
método de Bradford [29] utilizando concentraciones conocidas de seroalbúmina bovina 
(BSA, por sus siglas en inglés) como estándar. 
4.2 Cuantificación por densitometría de geles 
Para la cuantificación de una determinada proteína por densitometría de geles se utilizó 
el programa ImageJ (National Institutes of Health, Estados Unidos).  
5 Electroforesis de ADN 
Se realizaron geles de agarosa con concentraciones de la misma entre 1% y 2%. Los geles 
se corrieron en solución buffer TAE a 5-10 V/cm a temperatura ambiente. Con el fin de 
visualizar las bandas de ADN se utilizó bromuro de etidio a una concentración de 0,5 
μg/ml de gel. Para sembrar las muestras se utilizó una solución de buffer de siembra de 
concentración 6X.  Los geles fueron visualizados en un transiluminador y fotografiados. 
6 Electroforesis de proteínas 
6.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) 
Se realizó la separación electroforética de las proteínas presentes en una muestra 
utilizando geles de poliacrilamida al 12%, siguiendo el protocolo descripto por Laemmli 
[30]. Brevemente, las muestras fueron preparadas agregando buffer de siembra 6x 
hasta concentración final 1x. Con el objetivo de identificar cada banda según su peso 
molecular se sembró en cada gel un marcador de peso molecular. Una vez sembradas 
las muestras en el gel (15-20 µl), la electroforesis se desarrolló a 90 V/gel, empleando el 
buffer de corrida Tris-glicina-SDS. Una vez concluida la corrida, las proteínas fueron 
teñidas con una solución de azul de Coomassie R 250 al 0,05% en metanol: ácido acético: 
agua (3:1:6) durante 1 h en agitación constante. Luego se decoloró el gel por medio de 
lavados en una solución metanol: ácido acético: agua (3:1:6). Alternativamente, se 
utilizó tinción de plata siguiendo el protocolo descripto por Schägger [31]. 
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6.2 Detección de proteínas por Western blot 
Luego de efectuada la electroforesis, el gel se equilibró durante 10 min con buffer de 
transferencia. La membrana de nitrocelulosa se hidrató 5 min en agua y luego 10 
minutos en buffer de transferencia. Se armó el cassette de transferencia, se montó 
dentro de una cuba (Bio-Rad), se llenó con buffer de transferencia, se colocó un 
enfriador con hielo y se realizó la transferencia durante una hora a 280 mA.  
Luego de la transferencia, la membrana se incubó durante toda la noche a 4 °C en 
solución de bloqueo (PBS, leche descremada 3%). Se lavó con solución de lavado (PBS-
Tween 20 0,05%) y se incubó con los anticuerpos correspondientes según el caso 
durante 1 h. Luego, se lavó 4 veces la membrana con solución de lavado durante 10 min. 
Se incubó entonces con el segundo anticuerpo durante 1 h a temperatura ambiente con 
agitación constante. Seguidamente se descartó la solución del segundo anticuerpo y se 
lavó la membrana 4 veces con solución de lavado durante 10 min, realizando un último 
lavado con PBS. Luego se procedió al revelado, el cual se realizó por quimioluminiscencia 
utilizando el reactivo comercial Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo 
Scientific) y placas radiográficas adecuadas para tal fin de la marca GE Healthcare. 
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Capítulo 1: Expresión de antígenos del virus del dengue 
 
1 Introducción 
1.1 Antígenos del virus del dengue 
La proteína de la envoltura (E) del virus del dengue es la principal proteína expuesta en 
la superficie del virus, lo que la convierte en la proteína más inmunogénica del mismo. 
La proteína E posee los sitios de unión a receptores celulares, mediando la entrada del 
virus a las células y desencadena la primera respuesta de anticuerpos neutralizantes en 
individuos expuestos al virus. Estas características hacen que la glicoproteína E sea un 
blanco importante tanto en el desarrollo vacunas y de reactivos de diagnóstico, como 
para el desarrollo de antivirales [32]. El hecho de que los sitios de unión a receptores 
celulares se encuentren en el dominio III de la proteína E (DomIII) y que, además, este 
dominio posea epítopes que generan anticuerpos neutralizantes serotipo específicos, 
sumado a su menor tamaño y a que no está glicosilado, hacen de este antígeno un 
candidato ideal para su obtención de manera recombinante para el desarrollo de 
vacunas y reactivos de diagnóstico [33]. 
Numerosos trabajos describen la producción de la proteína E tanto en sistemas de 
expresión procariotas como eucariotas, ya sea en su versión completa como truncada 
(Et, que carece del extremo C-terminal correspondiente a la región transmembrana, 
también conocido con el nombre de ectodominio), fusionada a prM o a C-prM, o el 
DomIII de la misma [34-39]. En este trabajo se estudió la expresión de Et y de DomIII 
como proteínas de fusión a HFB en plantas y en células y larvas de insectos. A 
continuación, se describen ambos sistemas de expresión. 
1.2 Sistemas de expresión 
A partir del desarrollo de la ingeniería genética ha sido posible producir proteínas 
complejas para su uso en terapéutica, diagnóstico y vacunas. Hoy en día se disponen de 
numerosos sistemas y huéspedes para la expresión de proteínas recombinantes y este 
campo se encuentra en activo desarrollo. La calidad de la proteína producida dependerá 
del sistema de expresión utilizado, por lo tanto, la aplicación que se le dé a esta proteína 
puede condicionar el sistema de expresión a utilizar, lo mismo que las características 
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intrínsecas de la proteína a producir (presencia de glicosilaciones, puentes disulfuro, 
etc.) [40]. El huésped de expresión más ampliamente utilizado es Escherichia coli debido 
a que crece rápidamente, en medios de cultivos simples y económicos, es fácilmente 
transformable y es capaz de expresar grandes cantidades de proteínas heterólogas. Por 
tratarse de un organismo procariota, no posee la capacidad de realizar modificaciones 
postraduccionales, por lo tanto, las mismas no deben ser esenciales para la proteína a 
expresar [41, 42]. La expresión de proteínas en levaduras tales como Saccharomyces 
cerevisiae o Pichia pastoris es la alternativa más simple al uso de bacterias. En 
comparación con células de mamíferos, las levaduras son capaces de crecer en medios 
de cultivos simples y a altas velocidades, aunque menores que las de E. coli. Poseen la 
habilidad de secretar las proteínas expresadas al medio de cultivo, lo que ofrece una 
ventaja a la hora de la purificación y se evita la necesidad de extraer las proteínas del 
interior celular. Si bien poseen la capacidad de glicosilar, el patrón de glicosilación es 
diferente al de las células de mamíferos [43]. La expresión de proteínas recombinantes 
en células de insectos utilizando baculovirus recombinantes ha surgido como una 
alternativa popular en las últimas décadas. Debido a su naturaleza eucariota, son 
capaces de realizar diversas modificaciones postraduccionales sobre las proteínas 
incluyendo su glicosilación. Si bien el patrón de gicosilación obtenido en células de 
insecto se asemeja bastante al de células de mamíferos, existen diferencias entre ambos 
sistemas. Por otro lado, la velocidad de crecimiento de estas células es menor que la de 
los sistemas descriptos anteriormente y la complejidad y costo de los medios de cultivo 
mayor. Una alternativa de bajo costo a la expresión en células en cultivo es la expresión 
en larvas de insectos, dado que no requieren de medios de cultivos para su crecimiento, 
ni de condiciones de trabajo en esterilidad [44]. Los sistemas vegetales se han 
establecido como una plataforma alternativa para la obtención de proteínas 
recombinantes debido a que reúnen tanto las ventajas de los sistemas de expresión 
procariotas (bajo costo y fácil escalado), como eucariotas (glicosilación y plegado). 
Además, se obtienen productos libres de patógenos y endotoxinas. Sin embargo, las 
principales limitaciones de estos sistemas son el bajo nivel de expresión y la falta de 
estrategias eficientes y económicas de purificación [45-48]. El uso de células de 
mamíferos como sistema de expresión es adecuado para la producción de proteínas que 
requieren modificaciones postraduccionales propias de las células de mamífero para su 
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actividad. Sin embargo, este sistema de expresión requiere de la utilización de medios 
de cultivo complejos y de alto costo, son difíciles de escalar y los niveles de expresión 
alcanzados son en general bajos. Por lo tanto, sólo proteínas de alto valor agregado 
podrán ser producidas en este sistema de expresión [49].  
A continuación, se incluye un cuadro comparativo de los principales sistemas de 
expresión disponibles en la actualidad (Tabla 5). 
Tabla 5. Sistemas de expresión de proteínas recombinantes 
 
Para la expresión de los antígenos del virus del dengue estudiamos dos plataformas de 
expresión. Por un lado, estudiamos la expresión de los antígenos en plantas de Nicotiana 
benthamiana transformadas de manera transiente y, por otro lado, en células y larvas 
de insectos utilizando baculovirus recombinantes. Tanto la expresión en plantas como 
en larvas de insectos son plataformas de expresión que se encuentran en la actualidad 
en activo estudio y desarrollo. Además, la producción de una proteína recombinante en 
estos sistemas resulta de bajo costo. A continuación, se describen en profundidad estos 
sistemas de expresión. 
1.2.1 Plantas 
El uso de plantas como biofábricas para la producción de proteínas recombinantes está 
en activo desarrollo y su potencial se ha puesto en evidencia luego del reciente brote de 
Ébola, puesto que se ha desarrollado un fármaco que combina tres anticuerpos 
monoclonales contra el virus producidos en plantas de Nicotiana benthamiana, el cual 
se encuentra cursando ensayos clínicos de fase II [50]. Estos anticuerpos se obtienen por 
transformación transiente de plantas de N. benthamiana con Agrobacterium 
tumefaciens, lo que permite obtener altos rendimientos de la proteína recombinantes 
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en tiempos muy cortos [51]. Dichas características hacen que este sistema sea atractivo 
cuando se requiere la producción de una proteína durante una emergencia, como es el 
caso de una epidemia. Además, el hecho de que la producción se realice en plantas 
enteras en vez de en células en cultivo, hace que el costo de inversión sea bajo, pudiendo 
aplicarse en países en desarrollo.  
La forma tradicional de obtención de proteínas recombinantes en sistemas vegetales 
consiste en la utilización de plantas o células en cultivo transformadas genéticamente 
de manera estable [47]. La obtención de células o plantas transformadas de manera 
estable conlleva tiempos muy largos (meses-años) y los niveles de expresión alcanzados 
son en general bajos. Con el objetivo de mejorar estos aspectos, se desarrollaron 
métodos de transformación transiente que disminuyen significativamente el tiempo de 
producción (días-semanas) y mejoran los rendimientos [52]. En estos métodos, el gen a 
expresar no se integra en el genoma de la planta, sino que promueve la expresión de la 
proteína de interés durante un corto período de tiempo. El hecho de que la producción 
no implique la manipulación genética de la planta de manera estable, hace que tengan 
más aceptación pública y menores exigencias regulatorias, además de resultar una 
plataforma muy versátil. Sin embargo, la principal desventaja que este sistema presenta 
frente a las plantas transformadas de manera estable se presenta en el escalado de los 
procesos productivos. Mientras que para plantas transformadas de manera estable solo 
basta con plantar un mayor o menor número de semillas, la transformación transiente 
de plantas implica la manipulación genética de cada una de las plantas. 
A continuación, se incluye una tabla con las proteínas recombinantes producidas en 
sistemas vegetales actualmente disponibles comercialmente. 
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Tabla 6. Proteínas recombinantes comerciales producidas en sistemas vegetales. Tomado de Sack et al. 2015 [53]. 
 
1.2.1.1 Métodos para la transformación genética de plantas 
Para la transformación genética de plantas existen métodos directos, como la 
biobalística, y métodos indirectos, como la transformación mediada por Agrobacterium 
tumefaciens o por virus vegetales. La elección de la metodología a utilizar dependerá en 
gran parte del tipo de planta o célula vegetal a transformar. 
Los métodos directos como la biobalística consisten en introducir directamente el 
material genético en el interior celular mediante el bombardeo de las células con 
partículas de oro o tungsteno recubiertas con el DNA. La principal ventaja de este 
método es que es universal, es decir, que puede ser aplicado a cualquier especie vegetal, 
mientras que sus principales desventajas son su elevado costo y complejidad [54, 55]. 
Los métodos indirectos explotan la habilidad de ciertos virus vegetales y bacterias 
patógenas de transferir parte de su información genética al genoma vegetal. La especie 
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vegetal a transformar debe ser susceptible de ser infectada por el virus o bacteria a 
utilizar. La transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens es uno de los 
métodos más difundidos y es precisamente la estrategia utilizada en este trabajo. 
Agrobacterium tumefaciens es una bacteria del suelo que posee la capacidad de infectar 
plantas dicotiledóneas y algunas monocotiledóneas. Producto de esta infección, la 
bacteria transfiere genes presentes en su plásmido Ti (Inductor de tumores) al genoma 
vegetal. Esta propiedad de transferencia es la que se ha aprovechado en el laboratorio 
para introducir un gen de interés al genoma vegetal, reemplazando los genes 
patogénicos presentes en el T-ADN (ADN de transferencia) del plásmido Ti por el gen de 
interés [56]. En comparación con la transformación por biobalística, la transformación 
mediada por A. tumefaciens posee mejor eficiencia, mejor control del número de copias 
integradas del transgen y genera en general mejores niveles de expresión [54]. Además, 
para una expresión de tipo transiente, la biobalística genera mucho daño al tejido 
vegetal disminuyendo la biomasa disponible para la producción de la proteína 
recombinante. Por lo tanto, la transformación mediada por A. tumefaciens se convirtió 
en el método de elección para la expresión transiente de una proteína en plantas [57]. 
La manera más simple de agroinfiltrar una planta con un cultivo de A. tumefaciens para 
la expresión transiente de una proteína recombinante es utilizando una jeringa sin aguja 
e infiltrando manualmente cada hoja. Esta metodología, si bien resulta muy útil y simple 
en etapas de desarrollo, es limitante al momento de escalar el proceso productivo. Por 
lo tanto, se han desarrollado métodos de agroinfiltración por vacío, que aumentan la 
velocidad de infiltración haciendo posible aplicar esta metodología a gran escala [58]. 
1.2.1.2 Vectores utilizados para la transformación por agroinfiltración 
Por más de tres décadas se ha utilizado la transformación mediada por A. tumefaciens 
para la obtención de plantas modificadas genéticamente. Inicialmente, se introducía el 
gen de interés en el plásmido Ti de A. tumefaciens, lo cual resultaba sumamente 
complejo debido al gran tamaño de este plásmido, la imposibilidad de replicarlo en E. 
coli y el bajo número de copias presentes en A. tumefaciens. En 1983 Hoekema et al. y 
de Framond et al. determinaron que los genes vir (implicados en la transferencia del T-
DNA a la célula vegetal) y el T-ADN podían estar en replicones separados manteniendo 
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su funcionalidad, siempre que se encontraran dentro de la misma célula de A. 
tumefaciens. Los sistemas en los que los genes vir y el T-DNA se encuentran en 
replicones separados fueron llamados sistemas binarios, y están compuestos por un 
vector vir helper que contiene los genes vir, que generalmente está presente en la cepa 
de A. tumefaciens, y un vector binario que contiene el T-ADN, en el cual se introduce el 
gen de interés, siendo la manipulación genética de este vector mucho más fácil que la 
del plásmido Ti [59, 60].  
Los vectores binarios portadores del T-ADN poseen los siguientes elementos [61]:  
1. Borde derecho y borde izquierdo del T-ADN. Estos están compuestos por 
secuencias repetidas de 25 pb y sirven para definir y delimitar el T-DNA. 
2. Un marcador de selección para plantas dentro del T-ADN. Generalmente consiste 
en una resistencia a un antibiótico o a un herbicida y sirve para seleccionar las 
células transformadas, en el caso de querer realizar una transformación estable. 
3. Sitios de corte para enzimas de restricción. Se utilizan para insertar el gen de 
interés en el T-ADN.  
4. Orígenes de replicación para E. coli y A. tumefaciens. Esto permite amplificar el 
vector y realizar los pasos de clonado en E. coli y una vez listo el vector 
introducirlo en A. tumefaciens. 
5. Un marcador de selección para E. coli y A. tumefaciens, por fuera del T-ADN. 
Permite la selección de las bacterias que contienen el vector binario. 
Un vector binario que reúne estas características es el pCAMBIA 1305.2 desarrollado y 
comercializado por la empresa CAMBIA (Queensland, Australia) y que ha sido utilizado 
para las transformaciones genéticas de plantas en esta tesis. 
Otro tipo de vectores utilizados para la transformación genética de plantas son los 
vectores de tipo virales, que ofrecen en general mayores niveles de expresión de la 
proteína recombinante. Existen dos tipos de vectores virales, aquellos llamados de 
primera generación, que utilizan virus enteros y funcionales a los cuales se les agrega el 
gen de interés, y los de segunda generación, que utilizan virus desarmados que son 
vehiculizados al interior celular por agroinfiltración. En estos vectores de segunda 
generación sólo se mantienen los elementos virales necesarios para la expresión del gen 
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de interés, mientras que las funciones restantes son provistas por elementos no virales 
[62]. 
1.2.1.3 Expresión de proteínas fusionadas a hidrofobina en plantas 
La producción de proteínas recombinantes en sistemas vegetales está limitada, en 
muchos casos, por los inadecuados niveles de expresión alcanzados y por la falta de 
estrategias eficientes y económicas de purificación. Para superar estas limitaciones, se 
han desarrollado diferentes estrategias que incluyen la fusión de la proteína de interés 
con otra, con el objetivo de mejorar los niveles de expresión y asistir en su purificación 
[48, 63]. Un ejemplo de estas proteínas de fusión son las hidrofobinas (HFBs) que, por 
un lado, tienen la capacidad de alterar la hidrofobicidad de las proteínas fusionadas a 
ellas, permitiendo su purificación por sistemas de dos fases acuosas [64], y, por otro 
lado, permiten una mayor acumulación de las proteínas de fusión mediante la formación 
de protein bodies en células vegetales. Los protein bodies son organelas de 
almacenamiento de proteínas derivadas del retículo endoplasmático, que también se 
forman con proteínas fusionadas a otros polipéptidos del tipo elastina (elastin-like 
polypeptide, ELP) o dominios Zera (derivados de las proteínas de almacenamiento de 
maíz, -zein). Estas estructuras subcelulares que se producen evitarían un posible efecto 
tóxico de las proteínas heterólogas y, además, tienen la capacidad de proteger a la 
proteína de su recambio fisiológico, aumentando así los niveles de producción. Además, 
se vio que las hojas de plantas infiltradas para la expresión una proteína fusionada a HFB 
presentan menos necrosis que aquellas infiltradas para la expresión de la misma 
proteína sin HFB, lo que indica que las HFB previenen la necrosis foliar [26]. 
1.2.2 Células y larvas de insectos  
El uso de células de insectos para la expresión de proteínas recombinantes mediante la 
utilización de baculovirus recombinantes es una plataforma ampliamente utilizada 
desde hace más de 30 años. La primer publicación científica de una proteína 
recombinante producida con este sistema data de diciembre de 1983 [65]. A partir de 
esa fecha, mucho se ha avanzado en lo que respecta a este sistema. En la última década, 
esta tecnología ha pasado de utilizarse sólo a nivel de investigación para establecerse 
como una plataforma de producción, lo que se ve reflejado en la aprobación de 9 
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proteínas producidas en este sistema, 4 para uso en humanos y 5 veterinarias (Tabla 7) 
[66].  
Tabla 7. Productos licenciados para su comercialización obtenidos en células de insectos 
 
1.2.2.1 Baculovirus como vector de expresión 
La familia Baculoviridae está constituida por un grupo de virus que infectan insectos. 
Dentro de esta familia encontramos al Virus de la Poliedrosis Nuclear de Autographa 
califórnica (AcMNPV) que es el baculovirus más utilizado tanto a escala de laboratorio 
como a nivel productivo, para la obtención de proteínas recombinantes en células de 
insectos. Este virus posee un genoma de ADN doble cadena de 134 kb y su virión una 
forma de bastón asimétrico, lo que permite la inclusión de grandes cantidades de ADN 
extra en la partícula viral [67]. Además, posee el promotor fuerte del gen de la poliedrina 
y el del gen del polipéptido p10, proteínas que no son necesarias para la producción de 
virus a nivel celular, hecho que permite reemplazar sus genes por el de la proteína de 
interés. Al no infectar células de vertebrados, el uso de este tipo de virus en el 
laboratorio es seguro [68, 69]. 
Dado que el genoma de AcMNPV es demasiado grande para su manipulación genética, 
se han diseñado estrategias para la obtención de baculovirus recombinantes por 
recombinación homóloga. Para ello, el gen de interés es clonado en un vector de 
transferencia que posee las siguientes características [70, 71]: 
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1. Un origen de replicación para E. coli, lo que permite amplificar el vector de 
transferencia en estas células. 
2. Un gen de resistencia a un antibiótico, para seleccionar las bacterias que posean 
el vector. 
3. Un promotor viral fuerte (el promotor de poliedrina o de p10). 
4. Sitios de corte para enzimas de restricción que permitan clonar el gen de interés 
río abajo del promotor. 
5. Secuencias del genoma de AcMNPV flanqueando el gen de interés. Estas 
secuencias son necesarias para que ocurra la recombinación homóloga con el 
genoma de AcMNPV y así obtener el baculovirus recombinante.  
Una vez que el gen de interés se clona en el vector de transferencia, se cotransfectan 
células de insecto con el vector de transferencia y el genoma de AcMNPV linelizado. Sólo 
el ADN viral que haya sufrido recombinación dará  origen a una progenie viral infectiva, 
asegurando la obtención de una población de baculovirus 100% recombinantes [72]. 
1.2.2.2 Cultivos celulares para la expresión de proteínas recombinantes 
El uso de células de insecto en cultivo para la producción de proteínas recombinantes 
está ampliamente aceptado. Las líneas celulares más utilizadas son aquellas que derivan 
de células ováricas de Spodoptera frugiperda, como Sf-9, Sf-21 y expresSf+®, y de 
Trichoplusia ni, como High Five™ Cells [73, 74]. La línea celular High Five™ Cells se utiliza 
para producir Cervarix® (GlaxoSmithKline), la vacuna humana para el papilomavirus, y la 
línea celular Sf-21 para producir el antígeno usado en la terapia contra el cáncer de 
próstata, Provenge® (Dendron). Las células expresSf+ se utilizan para producir los 
siguientes productos: Flublok® (Protein Sciences Corporation), vacuna contra la gripe; 
Glybera® (UniQure), para terapia génica en la deficiencia de la lipasa de la lipoproteína; 
e Ingelvac CircoFLEX® (Boehringer Ingelheim Vetmedica), vacuna veterinaria para el 
circovirus porcino de tipo 2.  
La expresión de una proteína recombinante en células en cultivo presenta por un lado 
ventajas de tipo regulatorias, dado que en el mercado ya existen varios productos 
licenciados producidos en este sistema, y por otro lado ventajas en cuanto a la calidad 
de la proteína, dado que se obtienen productos homogéneos por derivar de un único 
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tipo de célula, y a su purificación, ya que se puede dirigir la proteína al medio de cultivo, 
simplificando de este modo su purificación. Sin embargo, la principal desventaja de este 
sistema es su costo, dado que se requieren medios de cultivos complejos y 
equipamiento especializado (biorreactores, flujos laminares, etc.) [75]. 
1.2.2.3 Larvas de insecto para la expresión de proteínas recombinantes 
El uso de larvas de insectos, más precisamente de lepidópteros, para la producción de 
proteínas recombinantes a gran escala resulta una alternativa de bajo costo al uso de 
células de insecto en cultivo. Su bajo costo radica principalmente en el hecho de no 
requerir de medios de cultivos, condiciones de esterilidad, ni de equipamiento 
especializado para su cría. Además, larvas de las especies Rachiplusia nu y Spodoptera 
frugiperda constituyen plagas de escaso valor comercial en la Argentina. Otras ventajas 
de este sistema son la eliminación del riesgo de contaminación, presente en cultivo 
celulares, y los mayores niveles de expresión en general alcanzados [76-78]. Sin 
embargo, las principales limitaciones que presenta este sistema se deben a la 
complejidad en la purificación, debido al escaso conocimiento de las proteínas 
contaminantes de la larva, y a que, a diferencia de lo que ocurre en células en cultivo, 
las modificaciones postraduccionales pueden no ser homogéneas por derivar de 
distintos tipos celulares [44, 79]. 
Las especies de lepidópteros más ampliamente distribuidas alrededor del mundo son 
Spodoptera frugiperda, Spodoptera littoralis, Trichoplusia ni, Helicoverpa zea, Heliothis 
virescens y Rachiplusia nu. Todas estas especies son huéspedes permisivos para el 
baculovirus AcMNPV. Como se mencionó anteriormente, S. frugiperda y R. nu son plagas 
muy importantes en Argentina y, por lo tanto, disponibles en el país. T. ni es una especie 
que ha sido ampliamente utilizada para la producción de proteínas recombinantes y es 
el huésped de expresión empleado por varias compañías (Chesapeake PERL, Estados 
Unidos; Sysmex, Japón; y ALGENEX, España) [80, 81]. Por otro lado, la especie Bombyx 
mori, distribuida principalmente en Asia, es susceptible a la infección por el Virus de la 
Poliedrosis Nuclear de Bombyx mori (BmNPV). Actualmente, dos proteínas 
recombinantes aprobadas para su uso veterinario son producidas en B. mori por la 
empresa Toray Ind. Inc. (Japón): Intercat, interferón felino, e Interdog, interferón 
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gamma canino. La empresa Virbac (Francia) también comercializa interferón felino con 
el nombre Virbagen Omega en Europa y América [82].  
2 Hipótesis y objetivos específicos 
Hipótesis 1. La proteína de la envoltura del virus del dengue serotipo 2 y el dominio III 
de la misma, fusionadas a la hidrofobina I de T. reesei, pueden ser producidas 
satisfactoriamente tanto en sistemas vegetales de expresión transiente como en 
células y larvas de insectos. 
Objetivo específico 1 A: Expresión de las proteínas de fusión EtHFB y DomIIIHFB en 
sistemas vegetales. 
Para lograr el objetivo específico 1 A se plantea: 
- Construir vectores binarios conteniendo los cassettes de expresión para EtHFB, 
DomIIIHFB y GFPHFB (construcción utilizada para la optimización del sistema). 
- Estudiar y optimizar el sistema de transformación transiente de plantas de N. 
benthamiana. 
- Transformar de manera transiente plantas de N. benthamiana con los vectores 
binarios construidos y analizar la expresión de las proteínas recombinantes.  
Objetivo específico 1 B: Expresión de las proteínas de fusión EtHFB y DomIIIHFB en 
células y larvas de insecto utilizando el sistema baculovirus.  
Para lograr el objetivo específico 1 B se plantea: 
- Construir vectores de transferencia conteniendo los cassettes de expresión para 
EtHFB y DomIIIHFB.  
- Obtener los baculovirus recombinantes por cotransfección de los vectores de 
transferencia construidos y el ADN viral.  
- Optimizar la expresión en células en cultivo evaluando diferentes multiplicidades 
de infección (MOI) y la cinética de expresión. 
- Evaluar la expresión en larvas de la especie Rachiplusia nu por infección vía 
intrahemocele como una manera de escalar el proceso. 
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3 Materiales y métodos 
3.1 Expresión en sistemas vegetales 
3.1.1 Plantas de Nicotiana benthamiana 
Semillas de Nicotiana benthamiana fueron germinadas y crecidas en maceta en cámara 
de cultivo acondicionada con fotoperíodo 16:8 (luz:oscuridad), temperatura de (24±2) 
°C, humedad del 40% e irradiancia de 500 µE/m2 y regadas cada 2 días con solución 
Hoagland. 
3.1.2 Agrobacterium tumefaciens: cultivo y manipulación genética 
3.1.2.1 Cepa 
La transformación genética de plantas se realizó por el método de transformación 
mediado por Agrobacterium tumefaciens. Para ello, se utilizó la cepa A. tumefaciens LBA 
4404 hipervirulenta que posee el plásmido pBBR1MCS.virGN54D el cual codifica para el 
gen de virulencia virG mutado con la sustitución N54D, lo que le confiere a este gen 
actividad constitutiva (sin requerir activación por acetosiringona) [83]. Esta cepa posee 
un gen de resistencia a rifampicina a nivel genómico y un gen de resistencia a 
cloranfenicol en el plásmido pBBR1MCS.virGN54D.  
3.1.2.2 Crecimiento y conservación 
La cepa de A. tumefaciens LBA 4404 hipervirulenta fue cultivada en medio LB o YENB 
adicionado con rifampicina 20 mg/l y cloranfenicol 75 mg/l a 28°C. En el caso de cepas 
transformadas, al medio de cultivo se adicionó el antibiótico correspondiente a la 
resistencia incluida en el plásmido. Todas las cepas fueron conservadas a -80°C con la 
adición de glicerol al 15% v/v. 
3.1.2.3 Transformación genética 
Para la transformación genética de A. tumefaciens hipervirulenta se utilizó el método de 
conjugación triparental mating. Este método se basa en la propiedad de conjugación 
bacteriana en donde el plásmido presente en una cepa (denominada movilizadora) 
ayuda a la movilización del plásmido de interés presente en una segunda cepa 
(denominada dadora) para su introducción en la cepa de interés (denominada aceptora) 
y así obtener la cepa transformada.  
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Como cepa movilizadora se utilizó E. coli pKR 201, la cual fue cultivada en medio LB 
suplementado con kanamicina 25 mg/l. Como cepa dadora se utilizó E. coli TOP 10 
transformada con el plásmido de interés. Como cepa aceptora se utilizó  A. tumefaciens 
LBA 4404 hipervirulenta, que es la cepa que se deseaba transformar.  
Se crecieron las cepas arriba mencionadas en 10 ml de medio LB con sus 
correspondientes antibióticos durante toda la noche. Luego, se mezcló 0,1 ml de cada 
cultivo y se esparció en placas con medio LB sólido sin antibióticos. Además, se 
realizaron de la misma manera tres controles combinando los cultivos cepa 
movilizadora-cepa dadora; cepa movilizadora-cepa aceptora y cepa dadora-cepa 
aceptora. Todas las placas fueron incubadas a 28°C durante toda la noche. Luego, las 
células transformadas fueron aisladas y seleccionadas en placas con medio LB 
suplementadas con rifampicina, cloranfenicol y el antibiótico correspondiente a la 
selección portada en el plásmido de interés e incubadas a 28°C por 72 h. 
3.1.2.4 Extracción de ADN plasmídico: miniprep con acetato de amonio 
Para la extracción de ADN plasmídico de A. tumefaciens se utilizó el método descripto 
por Zhou et al. con mínimas modificaciones [84]. Para ello, se partió de un cultivo 
bacteriano crecido durante toda la noche en medio YENB con los antibióticos 
correspondientes. Se centrifugaron 3-5 ml de cultivo a 12000 rpm durante 1 minuto y 
se eliminó el sobrenadante. El pellet se resuspendió en 50 µl de buffer TE y luego se 
agregaron 300 µl de solución NS (NaOH 0,1N; SDS 0,5%) y se incubó a temperatura 
ambiente durante 1 min. Se agregaron 200 µl de solución de acetato de amonio 7,5 M y 
se incubó en hielo durante 5 min. Se centrifugó a 12000 rpm durante 5 min a 4°C y se 
transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. Se agregaron 330 µl de isopropanol, se 
mezcló bien y se incubó a temperatura ambiente por 3 min. Luego, se centrifugó a 13000 
rpm por 10 min a temperatura ambiente, se descartó el sobrenadante, se lavó el pellet 
con etanol 70%, se secó durante 15 min a temperatura ambiente y finalmente se 
resuspendió en 25 µl de agua estéril con 0,5 µg de ribonucleasa A (RNasa A).  
3.1.3 Construcción de vectores binarios 
Para la construcción de vectores binarios para la expresión de la proteína Et (versión 
truncada de la proteína E que carece del extremo C-terminal transmembrana) del virus 
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del dengue y su dominio III en plantas, se construyeron cassettes de expresión que 
incluyeron las secuencias codificantes de las mismas fusionadas a la secuencia 
codificante de la proteína hidrofobina I (HFBI) de Trichoderma reesei, los cuales fueron 
clonados en el vector binario pCAMBIA 1305.2 (Fig. 5). También se clonó en ese vector 
el cassette de expresión para la proteína verde fluorescente (GFP) fusionada a HFBI, la 
cual se utilizó en muchos procesos como proteína control. 
 
Figura 5. Esquema del vector binario pCAMBIA 1305.2 para la expresión de proteínas recombinantes en plantas. 
Entre los bordes T izquierdo (I) y derecho (D) se encuentra el gen de resistencia a higromicina, el gen reportero 
GUSPlus y el sitio múltiple de clonado (SMC). Por fuera se encuentra el gen de resistencia a kanamicina bajo el 
control de un promotor bacteriano.    
El ADNc de la proteína E del virus del dengue utilizado como templado para obtener los 
cassettes de expresión fue gentilmente cedido por la Dra. Andrea Gamarnik (Instituto 
Leloir, Argentina) y corresponde al virus del dengue serotipo 2 cepa 16681 (Número de 
Acceso al Banco de Genes: U87411.1). 
La secuencia codificante para la HBFI de Trichoderma reesei fue gentilmente cedida por 
la Dra. Rima Menassa (Agriculture and Agri-Food Canada, Canadá), contenida en el 
plásmido pjjj161 (Fig. 6). 
 
54 
 
 
Figura 6. Esquema del cassette de expresión para GFPHFB contenido en el vector pjjj161. Entre la secuencia 
codificante para GFP y HFBI, el cassette de expresión incluye un sitio de corte para la proteasa TEV (Tobacco Etch 
virus) y un péptido linker (LK). Además, incluye el péptido señal de la proteína Pr1b de tabaco (PS) y la secuencia 
KDEL de retención en el retículo endoplasmático. El gen se encuentra bajo el promotor CaMV35S y el terminador 
vsp (Ter). 
 
3.1.3.1 Clonado de GFPHFB en pCAMBIA 1305.2 
Se digirieron tanto el vector binario pCAMBIA 1305.2 como el plásmido pjjj161 con las 
enzimas de restricción HindIII y EcoRI, lo que nos permitió liberar el cassette de 
expresión para GFPHFB del plásmido pjjj161 y posteriormente ligarlo al plásmido de 
expresión pCAMBIA 1305.2.  Para ello, se mezclaron 32 µl del plásmido pjjj161 con 2 µl 
de cada una de las enzimas de restricción y 4 µl del Buffer E. Por otro lado, se mezclaron 
16 µl del vector pCAMBIA 1305.2 con 1 µl de cada una de las enzimas y 2 µl del Buffer E. 
Se incubaron a 37°C durante 4 h y luego se separaron por electroforesis en gel de 
agarosa al 1 % para posteriormente purificar las bandas de interés utilizando el kit 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega. Luego se cuantificó la cantidad de 
ADN de cada muestra separando las muestras y el marcador de peso molecular Lambda 
DNA/EcoRI+HindIII (Fermentas) en un gel de agarosa al 1%, por comparación de la 
intensidad de las bandas. Para la ligación se utilizó una relación molar vector:inserto 1:3, 
utilizando 100 ng de vector (correspondientes a 4 µl de muestra) y 65 ng de inserto 
(correspondientes a 13,8 µl de muestra). En la mezcla de reacción se agregó además 2 
µl de Buffer 10x y 0,2 µl de la ligasa de ADN T4 (Promega) y se incubó durante 1 h a 
temperatura ambiente y luego durante toda la noche a 4°C. Se transformó E. coli, se 
extrajo el ADN plasmídico siguiendo los protocolos antes descriptos y se chequeo la 
presencia del inserto en el vector por digestión con HindIII y EcoRI. Así se obtuvo el 
vector de expresión pCAMBIA-GFPHFB. 
3.1.3.2 Obtención del cassette de expresión para EtHFB 
En la figura 7 se esquematizan los pasos seguidos para el armado del cassette de 
expresión para EtHFB. 
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Figura 7. Esquema del armado del cassette de expresión para EtHFB. Primers: 1. PSEtFw; 2. PSEtRv; 3. HFBFw; 4. 
HFBRv. PS: péptido señal de la Glycine-Rich Protein. LK: secuencia linker. TEV: sitio de corte para la proteasa TEV 
(Tobacco Etch virus). KDEL: secuencia de retención en el retículo endoplasmático. Ver texto para más detalles.  
Se realizó la PCR1 utilizando los primers PSEtFw (5’ 
GCTCTAGAGCATGGCTACTACTAAGCATTTG 3’) y PSEtRv (5’ 
AGAGCCTCCACCTTGGCCGATAGAACTTTCCTT 3’) y el plásmido pGEMT-PSEt 
(previamente armado en nuestro laboratorio) como templado. Por otro lado, se realizó 
la PCR2 utilizando los primers HFBFw (5’ TCTATCGGCCAAGGTGGAGGCTCTGGTGGA 3’) y 
HFBRv (5’ CCTCGAGGCTATCAAAGTTCATCTTTCTTCTC 3’) y el plásmido pjjj161 como 
templado. Ambos productos de PCR fueron purificados del medio de reacción utilizando 
el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega, siendo las instrucciones del 
fabricante. Los productos así purificados fueron utilizados como templados de la PCR3 
(overlapping PCR), en una cantidad equimolar. Para ello, se cuantificó la concentración 
de ADN en cada una de las muestras por absorbancia en 260 nm (utilizando una cubeta 
de cuarzo) y así la cantidad de cada muestra a utilizar en la reacción, agregando en total 
500 ng de ADN. Se utilizaron los primers PSEtFw y HFBRv y se obtuvo un producto 
denominado EtHFB que fue purificado utilizando el kit comercial de Promega y clonado 
en el vector pGEM-T Easy de Promega. Para ello, se preparó una mezcla de reacción 
colocando 5 µl de Rapid Ligation Buffer, 1 µl del vector  pGEM-T Easy, 3 µl del producto 
de PCR purificado y 1 µl de la ligasa de ADN T4 (todos los reactivos son provistos en el 
kit comercial). Se incubó la mezcla de reacción durante 1 h a temperatura ambiente y 
luego durante toda la noche a 4°C. Trascurrido este período de incubación, se 
transformaron E. coli ultracompetentes con 5 µl de la ligación, utilizando como 
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antibiótico de selección ampicilina. Las colonias desarrolladas en el medio de selección 
se analizaron por PCR utilizando los primers HFBFw y HFBRv. De 10 colonias positivas se 
iniciaron cultivos líquidos en medio LB con ampicilina y al día siguiente se extrajeron los 
plásmidos utilizando un kit comercial. Para chequear la presencia de cada uno de los 
insertos en sus respectivos vectores, los mismos fueron digeridos con EcoRI, enzima que 
permite liberar los insertos. Para ello, se preparó una mezcla de reacción para cada 
plásmido conteniendo 5 µl del plásmido, 1 µl de EcoRI (Promega), 2 µl de Buffer H 
(suministrado junto con la enzima) y 12 µl de agua. Se incubó durante 2 h a 37°C y luego 
el producto de la digestión se analizó por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Los 
plásmidos fueron mandados a secuenciar, servicio brindado por la empresa Macrogen, 
utilizando los primers universales T7 y SP6 específicos para secuencias flanqueantes al 
sitio múltiple de clonado del vector pGEM-T Easy. De esta manera se obtuvo el plásmido 
pGEMT- EtHFB. 
Para obtener el vector de expresión pCAMBIA-EtHFB se llevó a cabo una estrategia de 
clonado que consistió en reemplazar la secuencia codificante para GFP del plásmido 
pCAMBIA-GFPHFB por la secuencia codificante para Et aprovechando los sitios de 
restricción XbaI y KpnI presentes en el cassette de expresión de GFPHFB (Fig. 8). Para 
ello, se realizó una PCR utilizando como templado el vector pGEMT-EtHFB y los primers 
XbaEtFw (5’ GCTCTAGAATGCGTTGCATAGGAATG 3’) y KpnTEVRv (5’ 
GGGGTACCCTGAAAATACAG 3’). El producto de PCR fue purificado con el kit Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System de Promega y ligado al pGEM-T Easy siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante y descripto anteriormente en esta sección. 
Luego se transformaron E. coli ultracompetentes con 5 µl de la ligación, utilizando como 
antibiótico de selección ampicilina. Las colonias desarrolladas en el medio de selección 
se analizaron por PCR utilizando los primers XbaEtFw y KpnTEVRv. De las colonias 
positivas se iniciaron cultivos líquidos en medio LB con ampicilina y al día siguiente se 
extrajeron los plásmidos utilizando un kit comercial. Se chequeó la presencia de los 
insertos por digestión con EcoRI, como se indicó anteriormente, y los plásmidos que 
contenían los insertos fueron mandados a secuenciar a Macrogen, utilizando los primers 
universales T7 y SP6. Así se obtuvo el plásmido pGEMT- XbaEtKpn. 
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Figura 8. Esquema de la obtención del vector pCAMBIA-EtHFB. Por amplificación por PCR se agregó el sitio XbaI 
en la secuencia de Et (Primer XbaEtFw) lo que permitió su posterior clonado en el vector pCAMBIA 1305.2 por 
reemplazo de la secuencia codificante para GFP del vector pCAMBIA-GFPHFB por la secuencia codificante para Et 
por digestión con XbaI y KpnI y posterior ligación.  
Finalmente, el vector pGEMT- XbaEtKpn se digirió con las enzimas XbaI y KpnI para 
liberar el cassette de expresión que se ligó con el plásmido pCAMBIA-GFPHFB digerido 
con las mismas enzimas. Para la ligación se utilizó una relación molar vector:inserto 1:3, 
utilizando 100 ng de vector (correspondientes a 4,5 µl de muestra) y 31,5 ng de inserto 
(correspondientes a 13,3 µl de muestra). En la mezcla de reacción se agregó además 2 
µl de Buffer 10x y 0,2 µl de la ligasa de ADN T4 (Promega). La mezcla se incubó durante 
1 h a temperatura ambiente y luego durante toda la noche a 4°C. Se transformó E. coli, 
se chequeó la presencia del plásmido en las colonias transformadas por PCR, se extrajo 
el ADN plasmídico siguiendo los protocolos antes descriptos y se chequeo la presencia 
del inserto en el vector por digestión con XbaI y KpnI. Así se obtuvo el plásmido de 
expresión pCAMBIA-EtHFB. 
3.1.3.3 Obtención del cassette de expresión para DomIIIHFB 
Para obtener el cassette de expresión para DomIIIHFB se utilizó la estrategia de 
reemplazo de la secuencia codificante para GFP del plásmido pCAMBIA-GFPHFB por la 
secuencia condificante para DomIII aprovechando los sitios de restricción XbaI y KpnI 
presentes en el cassette de expresión de GFPHFB (misma estrategia que para Et). Para 
ello, se amplificó por PCR un fragmento de 391 pb utilizando como templado el vector 
pGEMT-EtHFB y los primers XbaDomIIIFw (5’ GCTCTAGACTCAAAGGAATGTCATAC 3’) y 
KpnTEVRv (utilizado anteriormente). Posteriormente se siguieron los mismos pasos que 
para el clonado de Et por esta estrategia. 
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3.1.4 Transformación de A. tumefaciens 
Una vez obtenido los vectores binarios, se transformó con los mismos cultivos A. 
tumefaciens cepa LBA 4404 hipervirulenta como se describió en la sección 3.1.2.3, 
utilizando como medio de selección placas con medio LB al que se le agregó rifampicina 
20 mg/l, cloranfenicol 75 mg/l y kanamicina 50 mg/l (gen de resistencia para kanamicina 
en el plásmido pCAMBIA 1305.2). Las colonias desarrolladas fueron analizadas por PCR 
de colonia y a aquellas que resultaron positivas se les extrajo el ADN plasmídico por 
miniprep con acetato de amonio. Dado que la cantidad de ADN plasmídico que se 
obtiene de un cultivo de A. tumefaciens en muy baja, este debió ser amplificado en E. 
coli. Para ello, se transformaron E. coli TOP 10 ultracompetentes con 5 µl del ADN 
plasmídico obtenido de A. tumefaciens y luego se extrajeron nuevamente los plásmidos 
utilizando el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System de 
Promega. Con este ADN plasmídico se realizaron digestiones con enzimas de restricción 
con el fin de chequear la presencia del inserto en el plásmido.  
3.1.5 Transformación transiente de plantas  
Para la transformación transiente de plantas por agroinfiltración de sus hojas se siguió 
el protocolo descripto por Mateusz et al. [85] con mínimas modificaciones. Se inició un 
cultivo de A. tumefaciens inoculando 5 ml de medio YENB suplementado con 
antibióticos e incubándolo a 28°C durante toda la noche. Con 100 µl este cultivo, se 
inocularon 10 ml de medio YENB suplementado con antibióticos y acetosiringona 150 
µM y se incubó a 28°C durante toda la noche. Al día siguiente, se preparó el cultivo para 
la infiltración. Para ello, el cultivo se centrifugó a 6000 x g durante 10 min a temperatura 
ambiente. El pellet celular se resuspendió en buffer de infiltración al que se le adicionó 
acetosiringona 450 µM, llevándolo a un DO600nm de 0,5 o 1. Se incubó a temperatura 
ambiente durante 3 h y luego se procedió a infiltrar las hojas. Para ello, se retiraron las 
plantas a infiltrar de la cámara de cultivo 30 min antes de la infiltración. Pasado ese 
tiempo, se infiltraron las hojas por la cara abaxial, utilizando una jeringa descartable 
plásticas de 1 ml sin aguja (Fig. 9). Las hojas infiltradas fueron rotuladas y crecidas en 
cámara de cultivo a (24 ± 2) °C, 50% de humedad y fotoperiodo 16/8 hasta el día de su 
cosecha. 
59 
 
 
Figura 9. Agroinfiltración de hojas de N. benthamiana con un cultivo de A. tumefaciens. 
En algunos experimentos, se coinfiltraron las hojas con el cultivo de A. tumefaciens 
portador del plásmido para la expresión de la proteína de interés y con el cultivo de una 
cepa de A. tumefaciens que portaba un vector de expresión para la proteína viral p19 
supresora del silenciamiento en plantas del virus TBS (tomate bushy stunt virus), 
mezclando ambos cultivos en proporciones iguales en el paso previo a la infiltración 
(cultivos en buffer de infiltración). El gen codificante para la proteína p19 se encuentra 
bajo el promotor viral constitutivo CaMV35S en un vector binario cedido por el Dr. Hugh 
Mason (Instituto de Biodiseño de la Universidad Estatal de Arizona, Estados Unidos).  
3.1.6 Reacción de GUS sobre hojas infiltradas 
El vector pCAMBIA 1305.2 posee en su secuencia el gen de la β-glucuronidasa (gus plus) 
que se utilizada como gen reportero para evidenciar la transformación genética de las 
plantas mediante una reacción colorimétrica. Para ello, se tomaron muestras de las 
hojas infiltradas y de hojas no infiltradas, las cuales se utilizaron como control, se les 
realizaron cortes para favorecer la entrada del reactivo y se pusieron en tubos eppendorf 
donde se agregaron 200 µl del reactivo de GUS (ver anexo). Los tubos se cubrieron con 
papel aluminio y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Las hojas transformadas 
desarrollaron coloración azul luego de la incubación, por hidrólisis del reactivo X-Gluc 
(presente en el reactivo de GUS) por la enzima β-glucuronidasa.  
3.1.7 Cosecha de hojas  
Las hojas infiltradas se cosecharon a distintos días post-infección (dpi). Para ello, se 
cortaron las hojas de las plantas e inmediatamente fueron tratadas con nitrógeno 
líquido y mantenidas a -80°C para posteriores experimentos. 
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3.1.8 Extracción de proteínas totales de hojas 
Para la extracción de las proteínas totales de las hojas, las mismas fueron molidas a 
polvo utilizando un mortero en presencia de nitrógeno líquido. Luego, se pesó la 
cantidad de material vegetal necesaria en un tubo tipo eppendorf y se agregó buffer de 
extracción en una proporción de 1 ml por g de material vegetal. Las muestras se 
incubaron en hielo durante 20 minutos, homogeneizando con vórtex durante 1 min cada 
5 min. Luego, se centrifugaron a 20000 x g durante 5 min a 4°C y el sobrenadante con 
las proteínas extraídas se pasó un tubo nuevo.  
Los buffers de extracción ensayados fueron: Buffer PBS (PBS, EDTA 1 mM, PMSF 0,2 mM, 
inhibidores de proteasa Sigma 1x), Buffer Tris-SDS (Tris 12,5 mM, SDS 3%, glicerol 10%, 
EDTA 1 mM, PMSF 0,2 mM, inhibidores de proteasa Sigma 1x) y Buffer RIPA (Tris-HCl 50 
mM, Tritón X-100 1%, Na-deoxicolato 0,25%, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0,2 mM, 
inhibidores de proteasa Sigma 1x). El agregado de DTT (ditiotreitol) 100 mM a los buffers 
de extracción y el sonicado (3 ciclos de 30 s a máxima potencia) de las muestras se 
indicará para cada caso.  
3.1.9 Análisis de la expresión por SDS-PAGE y Western blot 
Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y Western blot como se indica en la sección 
Materiales y Métodos Generales.  Para la detección por Western blot de las proteínas 
recombinantes, se utilizó como anticuerpo primario el suero policlonal de conejo anti-
Dengue Virus 1+2+3+4 antibody de Abcam y como anticuerpo secundario el suero 
Peroxidase-conjugated AffiniPure Mouse anti-rabbit IgG de Jackson ImmunoResearch. 
3.2 Expresión en células y larvas de insectos 
3.2.1 Línea celular Sf9 
3.2.1.1 Condiciones de cultivo 
En todos los experimentos se utilizó la línea celular Sf9, obtenida de Asociación Banco 
Argentino de Células, Pergamino, Buenos Aires, Argentina. Esta es una línea celular 
comercial derivada de tejido de ovario pupal de la larva Spodoptera frugiperda. 
La línea celular fue cultivada en medio Sf900 II suplementado con 1% de suero fetal 
bovino (Internegocios S.A., Mercedes, Buenos Aires, Argentina) y 1% de solución 
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antibiótica-antimicótica (Invitrogen). Los cultivos celulares fueron mantenidos en 
monocapas en botellas planas T25 a 27 °C, subcultivadas cada 2 o 3 días cuando la 
monocapa alcanzaba un 100% de confluencia. Para los ensayos de expresión, se 
utilizaron cultivos de células en suspensión en erlenmeyers que se originaron a partir de 
las células mantenidas en monocapa por agitación a 100rpm.  
3.2.1.2 Recuento celular 
El recuento celular se realizó en microscopio óptico (10X) en hemocitómetro o Cámara 
de Neubauer. Las células Sf9 fueron distinguidas entre células viables (incoloras, 
refringentes) y no viables (azules) mediante el agregado del colorante de exclusión azul 
de tripán 0,4% en una relación 1:25 a una alícuota de la suspensión celular. 
3.2.2 Larvas 
Las larvas de Rachiplusia nu y su alimento fueron suministrados por el Laboratorio de 
Experimental Agropecuaria Sáenz Peña, INTA, Chaco, Argentina y por la empresa Agidea 
S.A., Pergamino, Buenos Aires, Argentina. 
Una vez en nuestro laboratorio las larvas fueron criadas en una cámara a 23-25ºC con 
una humedad del 70% y fotoperiodo 16:8 (luz:oscuridad) y alimentadas con dietas 
artificiales especialmente formuladas. 
3.2.3 Obtención de los baculovirus recombinantes 
3.2.3.1 Construcción de vectores de transferencia 
Para la expresión de los antígenos en células y larvas de insectos se generaron 
baculovirus recombinantes que portaban los cassettes de expresión para EtHFB, para 
DomIIIHFB y para GFPHFB, que fue utilizado como control en muchos de los 
procedimientos llevados a cabo. Para la obtención de los baculovirus recombinantes se 
generaron, en primera instancia, vectores de transferencia portadores de los cassettes 
de expresión, que luego fueron cotransfectados con el genoma de un baculovirus en 
células de insecto en cultivo. Por lo tanto, comenzaré describiendo la construcción de 
los vectores de transferencia utilizados.  
Se utilizó el vector de transferencia comercial pAcGP67-B (BD Bioscience Pharmingen, 
San Diego, CA, EEUU). Este vector contiene el promotor de poliedrina y el péptido señal 
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de secreción correspondiente a la glicoproteína viral GP67 río arriba del sitio múltiple de 
clonado. Además, presenta las regiones flanqueantes, el ORF 1629 y el ORF 609 en su 
versión wild type, para permitir la recombinación homóloga con el ADN viral linealizado 
(Fig. 10).  
 
Figura 10. Esquema del vector de transferencia pAcGP67-B.  
Los cassettes de expresión fueron clonados en el vector de transferencia utilizando los 
sitios de corte de las enzimas de restricción BamHI y EcoRI. Para ello se diseñaron los 
siguientes primers específicos:  
BacEtFw: 5’ GAAGATCTCGTTGCATAGGAATGTCA 3’ 
BacDomIIIFw: 5’ CGCGGATCCATGGACAAGCTACAGCTC 3’ 
BacGFPFw: 5’ CGCGGATCCGTGAGCAAGGGCGAGGAG 3’ 
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BacHFBRv: 5’ GGAATTCCTATCACTTCTCAAATTGAGGATG 3’ 
Los primers BacEtFw y BacHFBRv se utilizaron para amplificar por PCR el cassette de 
expresión para EtHFB utilizando el vector pCAMBIA-EtHFB como templado. El primer 
BacEtFw posee en su secuencia el sitio de corte para la enzima de restricción BglII 
(subrayado en la secuencia), en lugar del sitio de corte para BamHI que poseen los 
primers BacDomIIIFw y BacGFPFw (subrayados en la secuencia). Esto es debido a que la 
secuencia de Et contiene el sitio de corte para la enzima BamHI, por lo tanto, esta enzima 
no se pudo utilizar para el clonado. En su lugar se utilizó la enzima BglII cuyo sitio de 
corte deja extremos que son compatibles con los extremos que deja la enzima BamHI. 
El primer BacHFBRv posee en su secuencia el sitio de corte para la enzima EcoRI 
(subrayado en la secuencia) y dos codones de terminación de la traducción (resaltados 
en negrita en la secuencia). Los primers BacDomIIIFw y BacHFBRv se utilizaron para 
amplificar por PCR el cassette de expresión para DomIIIHFB a partir del vector pCAMBIA-
EtHFB que se utilizó como templado. Los primers BacGFPHFBFw y BacHFBRv se utilizaron 
para amplificar por PCR el cassette de expresión para GFPHFB utilizando como templado 
el vector pCAMBIA-GFPHFB.  
Una vez amplificados los cassettes de expresión por PCR, se comprobó la presencia de 
los productos de PCR y su tamaño mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 
1,2%.  Luego se purificaron los productos de PCR y se ligaron al pGEM-T Easy Vector de 
Promega, utilizando el kit comercial pGEM-T Easy Vector System. Para ello, se preparó 
una mezcla de reacción colocando 5 µl de Rapid Ligation Buffer, 1 µl del vector  pGEM-
T Easy, 3 µl del producto de PCR purificado y 1 µl de la ligasa de ADN T4 (todos los 
reactivos son provistos en el kit comercial). Se incubó la mezcla de reacción durante 1 h 
a temperatura ambiente y luego durante toda la noche a 4°C. Trascurrido este período 
de incubación, se transformaron E. coli ultracompetentes con 5 µl de la ligación, 
utilizando como antibiótico de selección ampicilina. Las colonias desarrolladas en el 
medio de selección se analizaron por PCR utilizando los mismos primers utilizados para 
la amplificación de los cassettes de expresión. De dos colonias positivas para cada 
construcción se iniciaron cultivos líquidos en medio LB con ampicilina y al día siguiente 
se extrajeron los plásmidos utilizando un kit comercial. Para chequear la presencia de 
cada uno de los insertos en sus respectivos vectores, los mismos fueron digeridos con 
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EcoRI, enzima que permite liberar los insertos. Para ello, se preparó una mezcla de 
reacción para cada plásmido conteniendo 5 µl del plásmido, 1 µl de EcoRI (Promega), 2 
µl de Buffer H (suministrado junto con la enzima) y 12 µl de agua. Se incubó durante 2 h 
a 37°C y luego el producto de la digestión se analizó por electroforesis en un gel de 
agarosa al 1%. Una vez comprobada la presencia de los insertos en los vectores, estos 
fueron mandados a secuenciar, servicio brindado por la empresa Macrogen, utilizando 
los primers universales T7 y SP6 específicos para secuencias flanqueantes al sitio 
múltiple de clonado del vector pGEM-T Easy. De esta manera se obtuvieron los vectores 
pGEMT-EtBac, pGEMT-DomIIIBac y pGEMT-GFPBac. 
Para obtener los vectores de transferencia, se procedió a clonar los cassettes de 
expresión en el vector de transferencia pACGP67-B. Para ello, tanto el vector de 
transferencia como los vectores pGEMT-DomIIIBac y pGEMT-GFPBac fueron digeridos 
con las enzimas EcoRI y BamHI. La mezcla de reacción para cada digestión incluyó 10 µl 
del vector correspondiente, 2 µl de Buffer E (Promega), 1 µl de EcoRI (Promega), 1 µl de 
BamHI (Promega) y 6 µl de agua destilada. Por otro lado, el vector pGEMT-EtBac se 
digirió con las enzimas EcoRI y BglII. La mezcla de reacción incluyó 12 µl del vector, 2 µl 
de Buffer O (Promega), 1 µl de EcoRI (Promega), 1 µl de BglII (Promega) y 4 µl de agua 
destilada. Se incubaron durante 2 h a 37°C y luego todo el volumen de cada mezcla de 
reacción se separó por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Posteriormente se 
procedió a purificar las bandas de interés del gel de agarosa utilizando el kit comercial 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega. Luego de la purificación se 
cuantificó la cantidad de ADN de cada muestra separando las muestras y el marcador de 
peso molecular Lambda DNA/EcoRI+HindIII (Fermentas) en un gel de agarosa al 1%, por 
comparación de la intensidad de las bandas. 
Para finalmente obtener los vectores de transferencia pAcEtHFB, pAcDomIIIHFB y 
pAcGGFPHFB, se ligaron cada uno de los cassettes digeridos con el plásmido digerido. 
Para la ligación se utilizó una relación molar vector:inserto 1:3, utilizando 100 ng de 
vector en todos los casos (correspondientes a 1,4 µl de muestra). Para el caso de EtHFB 
se requirieron 46,4 ng de ADN (correspondientes a 2 µl de muestra), para DomIIIHFB 
20,5 ng de ADN (10,2 µl de muestra) y para GFPHFB 32,3 ng de ADN (6,5 µl de muestra). 
En la mezcla de reacción se agregó además 2 µl de Buffer 10x, 0,2 µl de la ligasa de ADN 
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T4 (Promega) y se llevó a un volumen final de 20 µl con agua destilada. La mezcla se 
incubó durante 1 h a temperatura ambiente y luego durante toda la noche a 4°C. Se 
transformó E. coli, se chequeó la presencia del plásmido en las colonias transformadas 
por PCR, se extrajo el ADN plasmídico siguiendo los protocolos antes descriptos y se 
chequeo por digestión con EcoRI y BamHI la presencia del inserto en el vector. Para el 
vector pAcEtHFB la digestión se realizó con SpeI (corta sobre el vector, al principio de la 
secuencia del péptido señal GP67, ver fig. 10) y EcoRI. Luego los plásmidos fueron 
secuenciados, servicio brindado por la empresa Macrogen, utilizando los primers 
UniversalFw (5’ TCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATC 3’) y UniversalRv (5’ 
GCTTCATCGTGTCGGGTTTAACATTACGG 3’).   
3.2.3.2 Cotransfección mediada por liposomas 
Para obtener los baculovirus recombinantes conteniendo los cassettes de expresión 
para EtHFB, DomIIIHFB y GFPHFB (llamados AcEtHFB, AcDomIIIHFB y AcGFPHFB 
respectivamente) se realizaron cotransfecciones del ADN viral linelizado BaculoGoldTM 
Brigth (Pharmingen, San Diego, CA, EEUU) con cada uno de los vectores de transferencia 
construidos. Para ello, se siguió el protocolo que se detalla a continuación para cada uno 
de los baculovirus que se generaron.  
Se prepararon 3 pocillos de una placa de 35 mm con 8x105 células Sf9 en 2 ml de medio 
SF900 II libre de suero y se incubó durante 30 min a 27°C para promover la adherencia 
de las células al pocillo.  
Por otra parte, se prepararon dos tubos estériles de 1,5 ml. En el tubo “A” se mezclaron 
100 µl de medio de cultivo sin suero y 6 µl del reactivo CellFECTIN® (Invitrogen). En el 
tubo “B” se mezclaron 100 µl de medio de cultivo sin suero, 1 µg de ADN viral linealizado 
BaculoGoldTM Brigth y 2 µg del plásmido de transferencia. Se mezclaron suavemente las 
preparaciones “A” y “B” y la mezcla final fue incubada durante 45 min a temperatura 
ambiente. Finalizado el tiempo de incubación, la mezcla fue llevada a un volumen final 
de 1 ml con medio SF900 II sin suplementar.  
Una vez verificada la correcta adherencia de las células, se removió el medio de cultivo 
de uno de los pocillos y la mezcla de contransfección fue inoculada sobre la monocapa. 
La placa fue incubada durante 4 h a 27 °C en oscuridad. Luego, el sobrenadante de 
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cotransfección fue removido y remplazado por 2 ml de medio de cultivo suplementado 
con 1% SFB. Los dos pocillos restantes se utilizaron como controles, uno de ellos se 
infectó con virus wild type y el otro no se cotransfectó.  
Tras 4 días de incubación en ausencia de luz a 27 °C, se colectaron los sobrenadantes y 
se clarificaron por centrifugación a 8000 rpm durante 5 min.  
Se evaluó la correcta recombinación de los vectores de trasferencia con el genoma del 
baculovirus mediante una PCR con el fin de confirmar la presencia de los cassettes de 
expresión en los mismos. Para ello, se purificó el ADN viral contenido en el sobrenadante 
de cultivo utilizando el kit Viral Nucleic Acid Extraction Kit de Real genomics. En la 
reacción de PCR se utilizaron primers universales (Forward: 5´ 
TCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATC 3´ y Reverse: 5´ 
GCTTCATCGTGTCGGGTTTAACATTACGG 3´) y 1 µl del ADN viral purificado como 
templado.  
3.2.4 Amplificación de los baculovirus recombinantes 
A partir del sobrenadante de cotransfección se realizaron tres ciclos de amplificación 
hasta la obtención del stock viral de alto título. 
Para el primer ciclo, se tomaron 0,5 ml de sobrenadante de contrasfección, se llevó a un 
volumen final de 1 ml con medio de cultivo suplementado y se infectó una botella T25 
con 2x106 células. Luego de 1 h de adsorción a 27 °C, se agregó 4 ml de medio de cultivo 
suplementado y se incubó durante 4 días. El sobrenadante de infección fue recolectado, 
clarificado por centrifugación a 13000 rpm y guardado a 4 °C protegido de la luz. 
Para el segundo ciclo se inoculó a una monocapa celular con 2x106 células con 0,1 ml del 
sobrenadante de infección del primer ciclo y se procedió de la misma forma que se 
explicó anteriormente. El sobrenadante de infección del segundo ciclo fue titulado como 
se indica en la siguiente sección. 
Finalmente, se realizó una última ronda de amplificación para la obtención del stock de 
trabajo. A partir del sobrenadante de infección del segundo ciclo, se infectó a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 0,02 una botella T75 con 1x107 células y 3 ml de 
medio de cultivo suplementado. Luego del periodo de adsorción, se retiró el inóculo y 
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se llevó a un volumen final de 10 ml. Posteriormente, se procedió de igual manera que 
para las amplificaciones anteriores. El sobrenadante de infección del tercer ciclo fue 
titulado como se indica en la siguiente sección. 
3.2.5 Determinación del título viral por el método de dilución a punto final 
Los baculovirus recombinantes fueron titulados por el método de dilución a punto final. 
Dado que el genoma de BaculoGold BrightTM contiene el gen de la proteína fluorescente 
verde (GFP), lo que permite evidenciar la infección de una célula por el virus, se 
aprovechó esta característica para la titulación de los virus. Para ello, se realizaron 
diluciones 1/10 de los stocks virales. Se mezclaron 300 µl de cada dilución (1x10-4, 1x10-
5, 1x10-6, 1x10-7 y 1x10-8) con 2,7 ml de una suspensión de células Sf9 con una densidad 
de 2,5x105 células/ml. Luego, 200 μl de cada una de estas 5 suspensiones (virus+ células) 
fueron sembradas en 12 pocillos (una fila) de una placa de 96 pocillos. También se 
sembró una fila de células sin virus como control negativo de infección. La placa se 
incubó durante 7 días en cámara húmeda a 27 °C y se contaron los pocillos infectados 
tomando como evento positivo la visualización de células fluorescentes (expresión de 
GFP durante la replicación viral) utilizando microscopia de fluorescencia. El titulo viral 
se calculó según lo descripto por Reed y Muench [86]. Asumiendo una distribución de 
Poisson, se puede convertir las Dosis Infectivas 50/ml calculadas a Unidades Formadoras 
de Placa/ml (UFP/ml) multiplicando por 0,69. 
3.2.6 Expresión de EtHFB y DomIIIHFB en células Sf9 
3.2.6.1 Expresión preliminar  
Se prepararon cultivos en erlenmeyers con 2x106 células/ml en un volumen final de 5 
ml, partiendo de células en crecimiento exponencial. Estos cultivos se infectaron con los 
baculovirus recombinantes AcEtHFB y AcDIIIHFB a MOI 2 (2x107 ufp totales). En paralelo 
un cultivo preparado de igual manera se infectó con el baculovirus AcGFPHFB a MOI 2 y 
otro permaneció sin infectar, y ambos fueron utilizados como control. Luego de la 
infección los cultivos se incubaron a 27°C durante 4 días en oscuridad, con agitación de 
100 rpm. Pasado este período, los cultivos fueron cosechados por centrifugación a 
12000 rpm durante 5 min, se separó el sobrenadante del pellet celular y ambas muestras 
fueron almacenadas a -80°C hasta el día de su análisis. 
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3.2.6.2 Determinación de la MOI óptima de trabajo y tiempo de cosecha 
A partir de una suspensión celular en fase de crecimiento exponencial, se prepararon 
erlenmeyers con 2x106 células/ml en un volumen final de 10 ml. Se infectaron las 
suspensiones por triplicado con los virus recombinantes AcEtHFB y AcDIIIHFB a MOI 0,5 
y 2. Por otro lado se realizaron dos controles: se infectaron por triplicado suspensiones 
con el virus recombinante AcGFPHFB y se incluyeron dos suspensiones sin infectar. Los 
cultivos se incubaron a 27°C en oscuridad y agitación a 100 rpm. Diariamente, durante 
6 días, se tomaron muestras de 1 ml de cada cultivo, se centrifugaron a 8000 rpm 
durante 5 min a 4 °C y se separó el sobrenadante de cultivo del pellet celular, con el fin 
de evaluar la cinética de expresión y determinar las condiciones óptimas de expresión.  
Las muestras fueron conservadas a -80 °C para su posterior análisis. 
3.2.6.3 Extracción proteínas totales de células de insecto 
Para la extracción de las proteínas totales de las células de insecto, al pellet celular se 
agregaron 100 µl de buffer de extracción por cada ml de cultivo original (cantidad de 
cultivo que dio origen al pellet celular en cuestión). Las células se resuspendieron y se 
incubaron en hielo durante 40 min, agitando cada 5 min con vórtex. Luego, se centrifugó 
a 12000 rpm durante 30 min a 4°C y se pasó el sobrenadante a un tubo nuevo.  
Se ensayaron los siguientes buffers de extracción:  
-Buffer PBS (Buffer PBS pH 7; coctel de inhibidores de proteasas de Sigma). 
-Buffer PBS-Tritón X-100-DTT (Buffer PBS pH 7; Tritón X-100 1%; DTT 0,1 M; coctel de 
inhibidores de proteasas de Sigma). 
-Buffer Tris-Tritón X-100 (Buffer Tris 10 mM pH 7,5; NaCl 130 mM; Tritón X-100 1%; 
coctel de inhibidores de proteasas de Sigma). 
-Buffer Tris-Tritón X-100-DTT (Buffer Tris 10 mM pH 7,5; NaCl 130 mM; Tritón X-100 1%; 
DTT 0,1 M; coctel de inhibidores de proteasas de Sigma). 
-Buffer Tris-SDS-DTT (Buffer Tris 12,5 mM; SDS 3%; DTT 1 mM; coctel de inhibidores de 
proteasas de Sigma). 
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Para el ensayo de Determinación de MOI óptima de trabajo y tiempo de cosecha (sección 
3.2.6.2), se utilizó como buffer de extracción Buffer Tris 12,5 mM; SDS 3%; DTT 1 mM; 
coctel de inhibidores de proteasas de Sigma. 
3.2.6.4 Análisis de la expresión por Western blot 
Luego de desarrollada la corrida electroforética, las proteínas separadas en el gel de 
poliacrilamida se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa para poder detectar las 
proteínas recombinantes por Western blot (ver Materiales y Métodos Generales para 
más detalles del procedimiento). Para ello, se utilizó como anticuerpo primario el suero 
policlonal de conejo anti-Dengue Virus 1+2+3+4 antibody de Abcam y como anticuerpo 
secundario el suero Peroxidase-conjugated AffiniPure Mouse anti-rabbit IgG de Jackson 
ImmunoResearch. 
El análisis de la cinética de expresión de las proteínas recombinantes tanto en el 
sobrenadante de cultivo como en el pellet celular se realizó por Western blot. Para poder 
comparar la expresión a los diferentes días postinfección desde el sobrenadante de 
cultivo, se sembraron 20 µl del sobrenadante de cada día en cada calle del gel. Para 
poder comparar las muestras provenientes de los pellets celulares, a los extractos 
obtenidos como se indica en la sección anterior se les cuantificaron las proteínas totales 
por el método de Bradford (descripto en el apartado Materiales y Métodos Generales) 
y se sembró la cantidad de muestra correspondiente a 40 µg de proteínas totales en 
cada calle del gel.  
3.2.7 Expresión de EtHFB y DomIIIHFB en larvas 
3.2.7.1 Infección de larvas 
Se infectaron larvas de Rachiplusia nu con los virus recombinantes AcEtHFB y AcDIIIHFB 
por inyección de los mismos en el hemocele de las larvas. Para ello, larvas en el 5° 
estadio de desarrollo fueron anestesiadas por inmersión en un baño de agua helada 
durante 10 min e inyectadas con 50 μl de los virus recombinantes en una concentración 
de 1x107 ufp/ml. Siguiendo el mismo procedimiento, un pool de larvas se infectó con el 
virus AcGFPHFB y otro pool se reservó sin infectar, y ambos grupos fueron utilizados 
como controles. Luego de una hora post inyección, las larvas fueron llevadas al cuarto 
de cría donde se incubaron hasta su cosecha. Para evidenciar la infección, se observaron 
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las larvas bajo luz UV (dado que expresan GFP) y se determinó de esta manera el día 
óptimo de cosecha. Las larvas cosechadas fueron conservadas a -20 °C hasta su 
utilización. 
3.2.7.2 Extracción de las proteínas totales de larvas 
Para la extracción de las proteínas de las larvas, las mismas fueron homogeneizadas en 
un mortero agregando 1 ml de buffer de extracción por larva. Como buffer de extracción 
se utilizó un buffer PBS pH 7, sólo o con el agregado de SDS 3% y DTT 1 mM. En todos 
los casos, se agregó al buffer de extracción una punta de espátula de cristales de 
glutatión con el objetivo de evitar la melanización de las muestras y un coctel de 
inhibidores de proteasas de Sigma. En algunos casos, las muestras fueron sonicadas, 
aplicando 3 ciclos de sonicado de 30 s de duración a máxima potencia. Los extractos 
obtenidos fueron centrifugados a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y el sobrenadante 
obtenido fue trasvasado a un tubo nuevo y analizado o conservado a -20°C hasta el día 
de su análisis.   
3.2.7.3 Análisis de la expresión por Western blot 
Los extractos obtenidos fueron analizados por Western blot con el fin de evidenciar la 
presencia de las proteínas de interés. Para ello, se utilizó como anticuerpo primario el 
suero policlonal de conejo anti-Dengue Virus 1+2+3+4 antibody de Abcam y como 
anticuerpo secundario el suero Peroxidase-conjugated AffiniPure Mouse anti-rabbit IgG 
de Jackson ImmunoResearch. 
4 Resultados y discusión 
4.1 Expresión en sistemas vegetales 
4.1.1 Construcción de cassettes de expresión y clonado en el vector binario 
pCAMBIA 1305.2 
4.1.1.1 Clonado de GFPHFB en pCAMBIA 1305.2 
La proteína GFPHFB se utilizó como proteína modelo para poner a punto algunos de los 
procesos utilizados y como control negativo frente a la expresión de EtHFB y DomIIIHFB. 
Para ello, se clonó el cassette de expresión para GFPHFB presente en el vector pjjj161 
(desde el promotor hasta el terminador, Fig. 6) en el vector pCAMBIA 1305.2. Utilizando 
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las enzimas de restricción HindIII y EcoRI se liberó un fragmento de 2585 pb del vector 
pjjj161 correspondiente al cassette de expresión para GFPHFB, que se clonó en el sitio 
múltiple de clonado del vector pCAMBIA 1305.2 digerido con las mismas enzimas (11900 
pb) (Fig. 11).  
 
Figura 11. Fragmentos purificados obtenidos luego de la digestión con HindIII y EcoRI de los vectores pjjj161 y 
pCAMBIA 1305.2. Calle 1: Marcador de peso molecular DNA Lambda/EcoRI+HindIII. Calle 2: Fragmento de 2585 
pb obtenido de la digestión de pjjj161 correspondiente al cassette de expresión de GFPHFB. Calle 3: plásmido 
pCAMBIA 1305.2 digerido (11900 pb).  
Luego de la ligación de ambos fragmentos, el vector recombinante se amplificó en 
cultivos de E. coli, a partir de los cuales se purificó el vector y se chequeó la presencia 
del inserto por digestión del vector con EcoRI y HindIII (Fig. 12), obteniéndose así el 
vector pCAMBIAGFPHFB (muestra de la calle 2, fig. 12).  
 
Figura 12. Chequeo de la presencia del inserto en el vector pCAMBIAGFPHFB por digestión con EcoRI y HindIII. 
Calle 1: Marcador de peso molecular DNA Lambda/EcoRI+HindIII. Calle 2: muestra positiva. Calle 3: muestra 
negativa. Calle 4: muestra sin digerir.  
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4.1.1.2 Construcción del cassette de expresión para EtHFB y clonado en el vector 
binario pCAMBIA 1305.2 
Para la obtención del cassette de expresión para EtHFB se fusionó la secuencia 
codificante para Et con la secuencia codificante para HFB por overlapping PCR. Para ello, 
en una primer PCR (PCR1) se obtuvo un producto de 1303 pb correspondientes al 
péptido señal (PS) de la Glycine-Rich Protein, que envía la proteína a la vía secretoria, 
junto con la secuencia de la proteína Et y se agregó en el extremo 3’ 12 pb 
correspondientes a la secuencia del linker. (Fig. 13).  
 
Figura 13. Amplificación de PSEt por PCR. A. Esquema de la reacción de PCR. Primers: 1. PSEtFw; 2. PSEtRv. B. 
Producto de PCR en gel de agarosa 1%. Calles: 1. Marcador de peso molecular DNA Lambda/EcoRI+HindIII; 2. 
Producto de PCR; 3. Control negativo.   
Por otro lado, en una segunda PCR (PCR2) se obtuvo un producto de 346 pb que incluía, 
en orden, la secuencia correspondiente al linker (da flexibilidad de la proteína de fusión), 
el sitio de corte para la proteasa TEV (Tobacco Etch virus), la secuencia codificante para 
HFBI, la secuencia KDEL (secuencia de retención en el retículo endoplasmático) y dos 
codones de terminación de la traducción. En el extremo 5’ se incluyeron 12 pb 
correspondientes al extremo 3’ de la secuencia de Et amplificada por la PCR1 (Fig. 14).  
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Figura 14. Amplificación de HFB por PCR. A. Esquema de la reacción de PCR. Primers: 3. HFBFw; 4. HFBRv. B. 
Producto de PCR en gel de agarosa 2%. Calles: 1. Marcador de peso molecular 100pb de Fermentas; 2. Producto 
de PCR; 3. Control negativo.  
Usando los productos de la PCR1 y PCR2 como templados, se realizó una overlapping 
PCR y así se obtuvo un producto de 1625 pb correspondientes a la fusión EtHFB (Fig. 15). 
 
Figura 15. Obtención del cassette de expresión para EtHFB por overlapping PCR. A. Esquema de la reacción de 
PCR. Primers: 1. PSEtFw; 4. HFBRv. B. Producto de PCR en gel de agarosa 1%. Calles: 1. Marcador de peso 
molecular DNA Lambda/EcoRI+HindIII; 2. Producto de PCR; 3. Control negativo. 
El producto de PCR fue purificado y clonado en el vector pGEM-T Easy y se obtuvo el 
vector pGEMT-EtHFB. Se chequeo la presencia del inserto en el vector por PCR de 
colonia con los primers HFBFw y HFBRv obteniéndose un producto de 346 pb (tamaño 
esperado) para todas las colonias analizadas (Fig. 16 A). Luego, se chequeó la presencia 
del inserto en los plásmidos purificados por digestión con EcoRI, enzima que corta sobre 
el vector pGEM-T Easy a ambos lados del inserto y permite liberarlo. Se obtuvo así una 
banda de 1650 pb correspondiente al inserto y otra de 3000 pb correspondiente al 
vector en las colonias que poseían el inserto (Fig. 16B, calles 2, 3, 7-11), las cuales fueron 
secuenciadas. Así se obtuvo la fusión de Et con HFB. 
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Figura 16. Chequeo del plásmido pGEMT-EtHFB. A. PCR de colonia. Calles: 1. Marcador de peso molecular 100 pb 
de Fermentas; 2-11. Colonias analizadas; 12. Control negativo. Gel de agarosa 1,5%. B. Digestión con EcoRI. Calles: 
1. Marcador de peso molecular DNA Lambda/EcoRI+HindIII; 2-11. Muestras analizadas; 12. Control negativo 
(vector sin digerir). Gel de agarosa 1%. 
El vector pCAMBIA 1305.2 posee un sitio múltiple de clonado donde introducir el 
cassette de expresión de la proteína a expresar. En este, la secuencia codificante de la 
proteína debe ser introducida con su promotor y su terminador de la transcripción dado 
que el plásmido no aporta esos elementos. En una primera estrategia, se agregó a la 
secuencia codificante para EtHFB el promotor CaMV35S en el extremo 5’ y una 
secuencia terminadora de la transcripción (terminador PotPI) en el extremo 3’ por 
digestión con enzimas de restricción y posterior ligación y una vez obtenida la 
construcción, la misma se clonó en el vector pCAMBIA 1305.2 (resultados no 
mostrados). Dado que utilizando esta construcción no fue posible expresar la proteína 
recombinante, se llevó a cabo una segunda estrategia de clonado que consistió en 
reemplazar la secuencia codificante para GFP por la secuencia codificante para Et en el 
vector pCAMBIAGFPHFB, aprovechando los sitios de corte para XbaI y KpnI presentes en 
el cassette de expresión para GFPHFB (ver figura 6). 
Para poder llevar a cabo esta estrategia, se agregó el sitio de corte para XbaI 
(incluyéndolo en el primer forward) en el extremo 5’ de la secuencia codificante para Et 
por PCR. Se obtuvo así un producto de PCR de 1270 pb, correspondiente a la secuencia 
de Et, la secuencia linker, el sitio de corte para la proteasa TEV y los sitios de corte para 
XbaI y KpnI en los extremos (Fig. 17), el cual fue clonado en el vector pGEM-T Easy y 
chequeada su secuencia por secuenciación con los primers T7 y SP6 obteniéndose el 
vector pGEMT-XbaEtKpn. 
75 
 
 
Figura 17. Amplificación por PCR del fragmento XbaEtKpn. A. Esquema de la reacción de PCR. Primers: XbaEtFw y 
KpnTEVRv. B. Producto de PCR en gel de agarosa 1%. Calles: 1. Marcador de peso molecular DNA 
Lambda/EcoRI+HindIII; 2. Producto de PCR; 3. Control negativo. 
Se digirió el vector pGEMT-XbaEtKpn con XbaI y KpnI generando un fragmento de 1260 
pb correspondiente a Et y otro de aproximadamente 3000 pb correspondiente al vector 
sin el inserto. Paralelamente se digirió el vector pCAMBIA-GFPHFB con XbaI y KpnI 
generando un fragmento de 783 pb correspondiente a la secuencia de GFP y otro 
fragmento de aproximadamente 12000 pb correspondientes al vector pCAMBIA 
portando la secuencia de HFB (Fig. 18). 
 
Figura 18. Digestiones con XbaI y KpnI. Gel de agarosa 1%. Calles: 1. Marcador de peso molecular DNA 
Lambda/EcoRI+HindIII; 2. pCAMBIA-GFPHFB digerido; 3. Control pCAMBIA-GFPHFB sin digerir; 4. pGEMT-
XbaEtKpn digerido; 5. Control pGEMT-XbaEtKpn sin digerir.  
El fragmento correspondiente a Et y el correspondiente a pCAMBIA-HFB fueron 
purificados y luego ligados y se obtuvo así el vector de expresión pCAMBIA-EtHFB. El 
mismo se amplificó por transformación en E. coli y luego se comprobó la presencia del 
inserto por PCR de colonia, amplificándose el inserto de 1270 pb correspondiente a 
XbaEtKpn en las colonias positivas (Fig. 19 A).  
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Figura 19. Chequeo del plásmido pCAMBIA-EtHFB. A. PCR de colonias. Calles: 1-10. Colonias 1-10; 11. Control 
positivo; 12. Control negativo; 13. Marcador de peso molecular ADN Lambda/EcoRI+HindIII. Gel de agarosa 1%. B. 
Digestión con XbaI y KpnI. Calles: 1 y 2. Muestras digeridas; 3. Marcador de peso molecular ADN 
Lambda/EcoRI+HindIII. Gel de agarosa 1%. 
De dos colonias positivas se purificaron los plásmidos y se digirieron con XbaI y KpnI 
corroborando la presencia del inserto (Fig. 19 B).  
4.1.1.3 Construcción del cassette de expresión para DomIIIHFB y clonado en el 
vector binario pCAMBIA 1305.2 
El Dominio III de la proteína E del virus del dengue está comprendido entre los 
aminoácidos 298 y 400 de dicha proteína, que corresponden a las pb 892 a la 1200 de 
su secuencia nucleotídica. Por lo tanto, utilizando como templado el vector pGEMT-
EtHFB previamente construido, se amplificó por PCR un fragmento de 391 pb 
correspondiente a la secuencia de DomIII, la secuencia linker, el sitio de corte para la 
proteasa TEV, el sitio de corte para KpnI y se agregó el sitio de corte para XbaI en el 
extremo 5’ incluyendo la secuencia en el primer forward (Fig. 20). El producto de la PCR 
fue purificado y luego ligado al vector pGEM-T Easy. Se analizó la secuencia por 
secuenciación con los primers T7 y SP6 y se obtuvo el vector pGEMT-XbaDomIIIKpn.  
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Figura 20. Amplificación por PCR del fragmento XbaDomIIIKpn. A. Esquema de la reacción de PCR. Primers: 
XbaDomIIIFw y KpnTEVRv. B. Producto de PCR en gel de agarosa 2%. Calles: 1. Producto de PCR; 2. Control 
negativo; 3. Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas). 
Se digirió el vector pGEMT-XbaDomIIIKpn con XbaI y KpnI generando un fragmento de 
383 pb correspondiente a DomIII y otro de aproximadamente 3000 pb correspondiente 
al vector sin el inserto. Paralelamente se digirió el vector pCAMBIA-GFPHFB con XbaI y 
KpnI generando un fragmento de 783 pb correspondiente a la secuencia de GFP y otro 
fragmento de aproximadamente 12000 pb correspondientes al vector pCAMBIA 
portando la secuencia de HFB. El fragmento correspondiente a DomIII y el 
correspondiente a pCAMBIA-HFB fueron purificados (Fig. 21) y luego ligados y se obtuvo 
así el vector de expresión pCAMBIA-DomIIIHFB.  
 
Figura 21. Fragmentos de ADN purificados luego de la digestión con XbaI y KpnI. Calles: 1. Marcador de peso 
molecular DNA Lambda/EcoRI+HindIII; 2. Fragmento correspondiente a pCAMBIA-HFB; 3. Fragmento 
correspondiente a DomIII.  
El vector obtenido se amplificó por transformación en E. coli y luego se comprobó la 
presencia del inserto por PCR de colonia, obteniendo un producto de 391 pb 
correspondiente a XbaDomIIIKpn en las colonias positivas (Fig. 22 A). De dos colonias 
positivas se purificaron los plásmidos y se digirieron con XbaI y KpnI corroborando la 
presencia del inserto (Fig. 22 B).  
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Figura 22. Chequeo del plásmido pCAMBIA-DomIIIHFB. A. PCR de colonias. Calles: 1. Marcador de peso molecular 
100 pb Fermentas; 2-11. Colonias 1-10; 12. Control positivo; 13. Control negativo. Gel de agarosa 2%. B. Digestión 
con XbaI y KpnI. Calles: 1. Marcador de peso molecular ADN Lambda/EcoRI+HindIII; 2 y 3. Muestras digeridas. Gel 
de agarosa 1%.  
4.1.2 Transformación de Agrobacterium tumefaciens con los vectores binarios 
pCAMBIA-GFPHFB, pCAMBIA-EtHFB y pCAMBIA-DomIIIHFB 
Se transformó la cepa hipervirulenta A. tumefaciens LBA 4404 con los vectores binarios 
pCAMBIA-GFPHFB, pCAMBIA-EtHFB y pCAMBIA-DomIIIHFB por el método de triparental 
mating y se chequearon las colonias transformadas por PCR de colonia y por digestión 
de los vectores purificados.  
4.1.3 Transformación transiente de plantas y análisis de la expresión de EtHFB y 
DomIIIHFB 
Se transformaron plantas de N. benthamiana de manera transiente por infiltración de 
sus hojas con cultivos de A. tumefaciens transformados con los vectores binarios 
conteniendo los cassettes de expresión para las proteínas de interés. Para poner a punto 
el sistema, se transformaron en paralelo plantas con cultivos de A. tumefaciens que 
portaban el vector binario pCAMBIA-GFPHFB, lo que nos permitió evidenciar la 
transformación de las plantas y la expresión de la proteína por observación de las hojas 
bajo luz UV.  
La infección de las hojas con el cultivo bacteriano produce, por un lado, la 
transformación y la expresión de las proteínas recombinantes, y por otro lado, el 
deterioro del material vegetal infectado. Es por eso que se debe hallar una condición 
óptima donde la transformación y expresión sean máximas y que el deterioro vegetal 
no sea crítico. Para ello, se infiltraron hojas con cultivos a DO600nm 0,5 y 1 y se siguió la 
transformación y expresión por observación bajo luz UV de las hojas transformadas con 
pCAMBIA-GFPHFB. Se observó fluorescencia a partir del día 4 postinfección y en los días 
79 
 
sucesivos, siendo máxima en el día 7, a partir del cual el deterioro vegetal fue crítico (Fig. 
23). En cuanto a la concentración del cultivo, no se observaron diferencias significativas 
entre ambas condiciones al comparar la fluorescencia de las hojas y se observó mayor 
deterioro en las hojas infiltradas con el cultivo a DO600nm de 1, por lo que se decidió 
continuar trabajando con DO600nm de 0,5.  
 
Figura 23. Hojas de N. benthamiana infiltradas con un cultivo de A. tumefaciens que contiene el vector binario 
pCAMBIA-GFPHFB a una DO600nm de 0,5. A, B y C: Hojas a los 4 días postinfección (dpi) observadas bajo luz blanca 
(A cara axial y B cara abaxial) y bajo luz UV (C). D, E y F: Hojas a los 7 dpi observadas bajo luz blanca (D cara axial y 
E cara abaxial) y bajo luz UV (F). 
Habiendo establecido como condición de infiltración una DO600nm de 0,5 para el cultivo 
de A. tumefaciens y el día 7 postinfección como el día de cosecha, se estudió el efecto 
de la coinfiltración del cultivo de A.tumefaciens conteniendo el vector pCAMBIA-GFPHFB 
con otro cultivo de la misma bacteria conteniendo un vector binario para la expresión 
de la proteína p19. La proteína p19 es una proteína del virus del enanismo arbustivo del 
tomate (tomato bushy stunt virus, TBSV) que tiene la función de suprimir el 
silenciamiento genético en plantas y así facilitar la propagación del virus más allá del 
sitio de entrada. Voinnet et al. demostraron que cuando se coexpresa una proteína de 
interés junto con la proteína p19 se obtienen niveles mayores de dicha proteína que 
cuando se expresa en ausencia de p19 [87]. Como se muestra en la figura 24, se vio un 
aumento de la fluorescencia, o sea un aumento de la expresión de GFPHFB, al 
coexpresar GFPHFB con p19.  
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Figura 24. Hojas de N. benthamiana infiltradas con un cultivo de A. tumefaciens que contiene el vector binario 
pCAMBIA-GFPHFB (A) y coinfiltradas con este cultivo y con otro que contiene el vector binario para la expresión 
de la proteína p19 (B), ambas a los 7dpi.  
Por otro lado, se evidenció la expresión de la enzima β-glucuronidasa mediante la 
reacción de GUS. El gen que codifica para esta enzima se encuentra codificado en el 
vector pCAMBIA 1305.2 y permite evidenciar la transformación genética de las plantas 
mediante una reacción colorimétrica. Como resultado de esta reacción se vio el 
desarrollo de una coloración más intensa en las hojas que coexpresaban GFPHFB y p19 
en comparación a las hojas que solo expresaban GFPHFB (Fig. 25).  
 
Figura 25. Reacción de GUS sobre una hoja que expresa GFPHFB, una hoja que coexpresa GFPHFB y p19 y una 
hoja salvaje utilizada como control negativo.  
Tanto el aumento de la fluorescencia como el desarrollo de una coloración más intensa 
en la reacción de GUS indicarían que la proteína p19 estaría suprimiendo el 
silenciamiento genético, y de esta forma aumentando el nivel de expresión de GFPHFB.  
Una vez estudiado el sistema de expresión por medio de la expresión de GFPHFB, se 
realizaron ensayos de transformación y expresión para EtHFB y DomIIIHFB. Las 
condiciones de trasformación se eligieron en base a los resultados obtenidos para 
GFPHFB, razón por la cual se decidió coinfiltrar las hojas con el cultivo de interés y con 
el cultivo para la expresión de p19, a una DO600nm de 0,5 y cosechando al día 7 
postinfección. Se tomaron muestras de hojas a los diferentes días postinfección desde 
el día 4 hasta el día 7 para su análisis.  
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Para evidenciar la transformación genética de las plantas, se tomaron muestras de hojas 
infiltradas y se realizó sobre ellas la reacción de GUS. En la figura 26 se puede ver que 
las hojas coinfiltradas con el cultivo de A. tumefaciens que porta el vector para la 
expresión de p19 y con el cultivo que porta el vector pCAMBIA-EtHFB (EtHFB + p19 en la 
figura), así como las que fueron coinfiltradas con el primer cultivo y con el cultivo que 
porta el vector pCAMBIA-DomIIIHFB (DomIIIHFB + p19 en la figura), desarrollaron 
coloración azul intensa. Esto indica que las hojas fueron transformadas y que el gen de 
la β-glucuronidasa presente en la región T del vector pCAMBIA 1305.2 se está 
expresando. Como control negativo se realizó la reacción de GUS sobre hojas sin infiltrar 
(C en la figura) y sobre hojas infiltradas con el cultivo que porta el vector de expresión 
para p19, el cual no presenta en su región T el gen reportero que codifica para la β-
glucuronidasa (p19 en la figura), y se vio que ninguna de las dos muestras desarrolló 
coloración azul (Fig. 26). Como control positivo de la reacción se incluyó una hoja 
coinfiltrada con el cultivo de A. tumefaciens que porta en vector pCAMBIA-GFPHFB y con 
el cultivo que porta el vector de expresión para p19 (GFPHFB + p19 en la figura), cuya 
transformación se confirmó por observación al UV.  
 
Figura 26. Reacción de GUS sobre una hoja salvaje utilizada como control (C), sobre una hoja infiltrada con un 
cultivo de A. tumefaciens que porta el vector para p19 (p19) y sobre hojas coinfiltradas con los cultivos para la 
expresión de GFPHFB y p19 (GFPHFB + p19), EtHFB y p19 (EtHFB + p19) y DomIIIHFB y p19 (DomIIIHFB + p19).  
Para estudiar la expresión de las proteínas recombinantes en las hojas agroinfiltradas, 
se realizaron extractos de las proteínas totales de las hojas con el buffer Tris-SDS (ver 
composición en la sección Materiales y métodos) al cual se le adicionó DTT 100 mM. La 
elección de este buffer se basó en resultados obtenidos previamente en nuestro 
laboratorio. Los extractos obtenidos se analizaron por SDS-PAGE y los resultados se 
muestran en la figura 27. Se analizó una hoja sin infiltrar (salvaje, calle 1) y una hoja 
infiltrada con el cultivo para la expresión de p19 (calle 2) para poder comparar e 
identificar las proteínas recombinantes expresadas. En la calle 3, que corresponde a un 
extracto de una hoja infiltrada con cultivos para la expresión de GFPHFB y p19, se ve una 
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banda entre las bandas de 35 y 40 kDa del marcador de peso molecular que no se ve en 
las calles de los demás extractos y que se corresponde con el peso molecular de GFPHFB 
de 37 kDa, por lo tanto, se puede asignar esa banda a dicha proteína. En el caso del 
extracto de la hoja infiltrada con cultivos para la expresión de EtHFB y p19, no se ve 
ninguna banda característica que no esté presente en los demás extractos y que pueda 
corresponderse con EtHFB. En este caso, el peso molecular esperado para dicha proteína 
es de 54 kDa. Como puede observarse en la figura, a la altura donde debería estar la 
banda de EtHFB se ve una banda de una proteína mayoritaria presente en todos los 
extractos que se corresponde con a subunidad mayor de la RuBisCO (ribulosa- 1,5- 
bisfosfato carboxilasa oxigenasa), la cual tiene un peso molecular aproximado de 56 kDa. 
La enzima RuBisCO tiene abundancia relativa que puede significar hasta un 50 % de las 
proteínas totales solubles de las partes fotosintéticas de la planta es por esto que se 
observa esta banda tan mayoritaria [88]. La presencia de esta banda nos impide 
visualizar la banda correspondiente a EtHFB por esta técnica, si la misma se encontrara 
presente en el extracto. En el caso de DomIIIHFB, tampoco se pudo identificar una banda 
que se corresponda con el peso molecular esperado de 23 kDa (Calle 5) y que no esté 
presente en los demás extractos.    
 
Figura 27. SDS-PAGE y tinción con Coomassie blue de los extractos de proteínas totales de hojas. Calles: 1. Hoja 
salvaje; 2. Hoja infiltrada con un cultivo de A. tumefaciens que porta el vector para p19; 3. Hoja 
coinfiltrada con los cultivos para la expresión de GFPHFB y p19; 4. Hoja coinfiltrada con los cultivos para 
la expresión de EtHFB y p19; 5. Hoja coinfiltrada con los cultivos para la expresión de DomIIIHFB y p19; 
6. Marcador de peso molecular.  
Basados en los resultados anteriores decidimos estudiar la presencia de EtHFB y 
DomIIIHFB en los extractos por Western blot con anticuerpos específicos.  
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Figura 28. Western blot de los extractos de proteínas totales de hojas. Calles: 1. Marcador de peso molecular; 2. 
Hoja salvaje; 3. Hoja infiltrada con un cultivo de A. tumefaciens que porta el vector para p19; 4. Hoja coinfiltrada 
con los cultivos para la expresión de GFPHFB y p19; 5. Hoja coinfiltrada con los cultivos para la expresión de 
EtHFB y p19; 6. Hoja coinfiltrada con los cultivos para la expresión de DomIIIHFB y p19; 7. Control positivo 
correspondiente a una fusión entre la proteína Et y el antígeno NS1 de 71 kDa. 
Se realizó un Western blot con los mismos extractos corridos en el SDS-PAGE de la figura 
27, utilizando como control negativo los extractos de hojas salvajes (sin infiltrar, calle 2), 
de hojas infiltradas con el cultivo para la expresión de p19 (calle 3) y de hojas infiltradas 
con los cultivos para la expresión de GFP y p19 (calle 4). Como se ve en la figura 28, los 
anticuerpos anti-dengue reconocieron una banda de entre 55 y 70 kDa en la calle 
sembrada con la muestra correspondiente a un extracto de hojas infiltradas con los 
cultivos para la expresión de EtHFB y p19, que correspondería a EtHFB, dado que esta 
banda sólo aparece en esa muestra y no en los controles negativos. Con respecto a 
DomIIIHFB, no se vio ninguna banda que se corresponda con la proteína en la calle 6 
donde se sembró el extracto de hojas infiltradas con los cultivos para la expresión de 
DomIIIHFB y p19. Esto indicaría que la proteína no se está expresando o que no logramos 
extraerla con el procedimiento utilizado.  
Con el objetivo de optimizar la extracción de EtHFB y corroborar la expresión o no de 
DomIIIHFB realizamos extractos de hojas infiltradas con los cultivos para cada una de las 
construcciones con diferentes buffers y procedimientos.  
Se realizaron extractos de hojas infiltradas con los cultivos para la expresión de EtHFB y 
p19 con dos buffers de extracción: Buffer Tris-SDS con el agregado de DTT 100 mM, 
realizando los extractos mediante sonicado de la muestra y sin sonicado de la misma, y 
buffer RIPA con y sin el agregado de DTT 100 mM (ver composición de los buffers en la 
sección Materiales y métodos de este capítulo). En la figura 29 se muestran los 
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resultados obtenidos luego del análisis de los extractos tanto por SDS-PAGE como por 
Western blot.  
 
Figura 29. SDS-PAGE y Western blot de extractos de hojas de plantas infiltradas con cultivos para la expresión de 
EtHFB y p19. A: SDS-PAGE. B: Western blot con anticuerpos anti-dengue. Calles (para A y B): 1. Marcador de peso 
molecular; 2. Extracto de hojas salvajes con buffer Tris-SDS+DTT y sonicado; 3. Extracto de hojas que expresan 
EtHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT y sonicado; 4. Extracto de hojas salvajes con buffer Tris-SDS+DTT; 5. Extracto 
de hojas que expresan EtHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT; 6. Extracto de hojas salvajes con buffer RIPA; 7. 
Extracto de hojas que expresan EtHFB+p19 con buffer RIPA; 8. Extracto de hojas salvajes con buffer RIPA+DTT; 9. 
Extracto de hojas que expresan EtHFB+p19 con buffer RIPA+DTT; 10 (sólo para B). Control positivo 
correspondiente a una fusión entre la proteína Et y el antígeno NS1 de 71 kDa. 
Bajo todas las condiciones de extracción se observó la banda correspondiente a EtHFB 
en el Western blot, banda que no apareció en los extractos control hechos a partir de 
hojas salvajes sin infiltrar. Por comparación de la banda obtenida en el Western blot y 
las bandas presentes en el SDS-PAGE teñido con Coomassie blue, parecería que la banda 
correspondiente a EtHFB no coincide con la de la subunidad mayor de la RuBisCO como 
a priori se había supuesto. Pese a esto, no es posible visualizar la banda correspondiente 
a EtHFB en el SDS-PAGE con tinción con Coomassie blue. Esto indica que el nivel de 
expresión obtenido para EtHFB resultó menor que aquel observado para GFPHFB (cuya 
banda se reconoce fácilmente en el SDS-PAGE). 
En el caso de DomIIIHFB, se realizaron extractos de hojas infiltradas con los cultivos para 
la expresión de DomIIIHFB y p19 utilizando los mismos buffers y condiciones que para la 
extracción de EtHFB. Se analizaron las muestras por SDS-PAGE y Western blot y, al igual 
que lo ocurrido anteriormente, no se vio ninguna banda que se corresponda con 
DomIIIHFB tanto en el análisis por SDS-PAGE como por Western blot.  
Para corroborar los resultados obtenidos tanto para el caso de EtHFB como DomIIIHFB, 
se realizó una nueva infiltración y expresión utilizando nuevas plantas y cultivos, en las 
mismas condiciones que en el experimento anterior.  En este caso, se prepararon 
85 
 
extractos con el buffer Tris-SDS adicionado con DTT 100 mM con y sin sonicado de las 
muestras.  
 
Figura 30. SDS-PAGE y Western blot de extractos de hojas. A: SDS-PAGE. B: Western blot con anticuerpos anti-
dengue. Calles (para A y B): 1. Marcador de peso molecular; 2. Extracto de hojas salvajes con buffer Tris-SDS+DTT 
y sonicado; 3. Extracto de hojas que expresan GFPHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT y sonicado; 4. Extracto de 
hojas que expresan EtHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT y sonicado; 5. Extracto de hojas que expresan 
DomIIIHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT y sonicado; 6. Extracto de hojas salvajes con buffer Tris-SDS+DTT; 7. 
Extracto de hojas que expresan GFPHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT; 8. Extracto de hojas que expresan 
EtHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT; 9. Extracto de hojas que expresan DomIIIHFB+p19 con buffer Tris-SDS+DTT; 
10 (sólo para B). Control positivo correspondiente a una fusión entre la proteína Et y el antígeno NS1 de 71 kDa. 
Los extractos obtenidos se analizaron por SDS-PAGE y Western blot (Fig. 30), 
incluyéndose como control extractos de hojas salvajes sin infiltrar (calles 2 y 6) y 
extractos de hojas que expresaban GFPHFB (calles 3 y 7). En esta infiltración y extracción 
logramos nuevamente observar por SDS-PAGE la banda correspondiente a GFPHFB en 
los extractos de hojas infiltradas con los cultivos para la expresión de GFPHFB y p19 (Fig. 
30 A, calles 3 y 7). Al igual que lo ocurrido en el experimento anterior, no se vieron por 
este método bandas que se correspondan con EtHFB (Fig. 30 A, calles 4 y 8) ni con 
DomIIIHFB (Fig. 30 A, calles 5 y 9) en los extractos de las hojas infiltradas con los cultivos 
correspondientes para cada proteína, tanto cuando se realizaron los extractos con 
sonicado de las muestras como cuando no se sonicaron. 
Cuando se analizaron los extractos por Western blot con anticuerpos específicos anti-
dengue, observamos una banda que se corresponde con EtHFB en los extractos de las 
hojas infiltradas con los cultivos para la expresión de EtHFB y p19 (Fig. 30 B, calles 4 y 8). 
Además de la banda correspondiente al peso molecular de EtHFB (aproximadamente 54 
kDa) se observaron en esas muestras bandas de menor peso molecular reconocidas por 
los anticuerpos específicos y que no se encuentran en los extractos controles. Esto indica 
que la proteína EtHFB se estaría degradando. En el caso de las muestras extraídas 
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mediante sonicado, se ve que la intensidad relativa de la banda de menor peso 
molecular reconocida por los anticuerpos con respecto a la banda de EtHFB es mayor 
que en el caso de las muestras extraídas sin sonicado, lo que indicaría que el sonicado 
estaría afectando la integridad de la proteína. En los extractos de hojas infiltradas con 
cultivos para la expresión de DomIIIHFB y p19 no se obtuvo ninguna banda, por lo tanto, 
podemos concluir que la proteína no está siendo expresada o que no la estaríamos 
logrando extraer.  
4.2 Expresión en células y larvas de insectos 
4.2.1 Construcción de los vectores de trasferencia 
Para la construcción de los vectores de trasferencia, se amplificaron por PCR las 
secuencias codificantes (sin incluir la secuencia del péptido señal ni la de KDEL) para 
EtHFB y DomIIIHFB, utilizando como templado el vector pCAMBIAEtHFB, y la secuencia 
codificante para GFPHFB, utilizando como templado el vector pCAMBIAGFPHFB. En la 
secuencia de los primers se incluyeron los sitios de cortes para las enzimas de restricción 
que se utilizarían luego para el clonado en el vector pAcGP67-B: BglII y EcoRI para EtHFB; 
y BamHI y EcoRI para DomIIIHFB y GFPHFB. Se obtuvieron los tres productos de PCR con 
los tamaños esperados: EtHFB 1527 pb; DomIIIHFB 667 pb; GFPHFB 1051 pb (Fig. 31).  
 
Figura 31. Productos de PCR de secuencias codificantes para EtHFB, DomIIIHFB y GFPHFB. Calles 1 y 2: 
Amplificación de EtHFB; Calle 3: Control negativo; Calles 4 y 5: Amplificación de GFPHFB; Calle 6: Control 
negativo; Calles 7 y 8: Amplificación DomIIIHFB; Calle 9: Control negativo; Calle 10: Marcador de peso molecular. 
Gel de agarosa 1,2%. 
Se ligaron los productos de PCR con el vector comercial pGEM-T Easy y se obtuvieron las 
construcciones pGEMT-EtBac, pGEMT-DomIIIBac y pGEMT-GFPBac. Luego de 
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transformar células E. coli TOP 10 ultracompetentes, se corroboró la presencia de los 
insertos en los plásmidos por PCR de colonias (Fig. 32 y 33).   
 
Figura 32. PCR de colonia de E. coli transformadas con pGEMT-EtBac. Calle 1: Marcador de peso molecular; Calles 
2-7: PCR de colonias transformadas; Calle 8: Control positivo; Calle 9: Control negativo. Gel de agarosa 1%. 
 
Figura 33. PCR de colonia de E. coli transformadas con pGEMT-GFPBac y pGEMT-DomIIIBac. Calles 1-5: PCR de 
colonias transformadas con pGEMT-GFPBac; Calle 6: Control positivo; Calle 7: Control negativo: Calle 8: Marcador 
de peso molecular; Calles 9-13: PCR de colonias transformadas con pGEMT-DomIIIBac; Calle 14: Control positivo; 
Calle 15: Control negativo. Gel de agarosa 1,5%. 
Se purificaron los plásmidos, se digirieron con EcoRI (enzima que corta el vector pGEM-
T Easy a ambos lados del inserto) y se liberaron los insertos con los tamaños esperados 
de 1545 pb para EtHFB, 685 pb para DomIIIHFB y 1069 pb para GFPHFB (Fig. 34). 
Posteriormente, se analizaron por secuenciación y se corroboró que la secuencia 
amplificada por PCR era la esperada en cada caso y que no había mutaciones en las 
mismas. 
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Figura 34. Digestión con EcoRI para chequear presencia de insertos. A. Calle 1: Marcador de peso molecular; 
Calles 2 y 3: pGEMT-DomIIIBac digerido; Calles 4 y 5: pGEMT-GFPBac digerido. Gel de agarosa 1%. B. Calles 1 y 2: 
pGEMT-DomIIIBac digerido; Calle 3: Marcador de peso molecular. Gel de agarosa 1%. 
Luego, se clonó cada uno de los insertos en el vector de transferencia pAcGP67-B 
utilizando los sitios de restricción para BamHI y EcoRI presentes en el sitio múltiple de 
clonado del vector y se obtuvieron los vectores de transferencia pAcEtHFB, 
pAcDomIIIHFB y pAcGFPHFB. Los vectores fueron amplificados en células E. coli TOP10, 
se chequeó la presencia del inserto en las colonias desarrolladas por PCR de colonia (Fig. 
35) y por digestión con enzimas de restricción de los vectores purificados.  
 
Figura 35. PCR de colonia de E. coli transformadas con pAcEtHFB, pAcDomIIIHFB y pAcGFPHFB. A. Calles 1-5: PCR 
de colonias transformadas con pAcGFPHFB; Calle 6: Control positivo; Calle 7: Control negativo: Calle 8: Marcador 
de peso molecular; Calles 9-13: PCR de colonias transformadas con pAcDomIIIHFB; Calle 14: Control positivo; 
Calle 15: Control negativo. Gel de agarosa 1%. B. Calles 1-5: PCR de colonias transformadas con pAcEtHFB; Calle 6: 
Control positivo; Calle 7: Control negativo. Calle 1: Marcador de peso molecular Gel de agarosa 1%. 
Finalmente, se secuenciaron las construcciones y los plásmidos obtenidos fueron 
utilizados para la contransfección con el ADN viral lineal.   
4.2.2 Obtención de los baculovirus recombinantes 
Los plásmidos pAcEtHFB, pAcDomIIIHFB y pAcGFPHFB fueron utilizados para 
cotransfectar individualmente cultivos de células Sf9 en monocapa junto con el genoma 
viral BaculoGoldTM Brigth. Se cosechó el sobrenadante de contransfección a los 4 dpi 
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obteniéndose tres virus recombinantes: AcEtHFB, AcDomIIIHFB y AcGFPHFB (Fig. 36). 
Como evento de la recombinación homóloga, los genes de interés quedaron río abajo 
del promotor de poliedrina y del péptido señal de origen viral GP67. Se comprobó la 
presencia de los cassettes de expresión en el genoma del baculovirus mediante PCR.  
 
Figura 36. Esquema de la recombinación homóloga entre los plásmidos de transferencia y el ADN viral linealizado 
BaculoGoldTM Brigth. Prom. Pol.: Promotor de poliedrina. PS: Péptido señal. Prom. viral: Promotor viral. 
El BaculoGoldTM Brigth presenta la secuencia codificante para la expresión de la proteína 
GFP, que sólo se expresa si el virus recombina de manera satisfactoria. Por lo tanto, la 
observación de células fluorescentes bajo microscopio y luz UV nos permitió evidenciar 
la replicación del virus e infección de las células (Fig. 37). 
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Figura 37. Expresión de GFP en células Sf9 infectadas con el baculovirus recombinante AcDomIIIHFB. Fotografía 
de células bajo microscopio óptico con luz UV (40X).  
Luego de rondas sucesivas de amplificación para aumentar el título del stock viral, cada 
stock fue cuantificado por titulación. Luego de la tercera amplificación los títulos virales 
alcanzados fueron de 1,2 x 108 ufp/ml, 1,1 x 108 ufp/ml y 1,9 x108 ufp/ml para AcEtHFB, 
AcDomIIIHFB y AcGFPHFB respectivamente. Estos virus constituyeron los stocks de 
trabajo y permanecieron conservados a 4°C protegidos de la luz y a -80 °C por períodos 
más prolongados.   
4.2.3 Expresión de EtHFB y DomIIIHFB en cultivos de células Sf9 
Con el objetivo de comprobar la expresión de las proteínas recombinantes en cultivos 
de células Sf9 y así el correcto armado de los baculovirus recombinantes, se realizó un 
ensayo de expresión preliminar infectando cultivos de células con los baculovirus 
recombinantes a una MOI de 2, cosechando las células y sus sobrenadantes de cultivo a 
los 4 dpi. Por medio de un análisis por Western blot, se comprobó que los cultivos de 
células Sf9 infectados con los respectivos baculovirus recombinantes expresaron tanto 
EtHFB como DomIIIHFB (Fig. 38). Ambas proteínas fueron expresadas con los pesos 
moleculares esperados de 54 kDa para EtHFB y 23 kDa para DomIIIHFB. Si bien se 
esperaba que las proteínas fueran liberadas al medio de cultivo por poseer el péptido 
señal de la glicoproteína GP67, en este ensayo se vio que ambas proteínas quedaron 
retenidas, al menos en parte, en el interior celular.   
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Figura 38. Western blot de la expresión preliminar de EtHFB y DomIIIHFB en cultivo de células Sf9. Calles 1 y 2: 
control de células sin infectar, extracto celular (1) y sobrenadante (2). Calles 3 y 4: células infectadas con AcEtHFB, 
extracto celular (3) y sobrenadante (4). Calles 5 y 6: células infectadas con AcDomIIIHFB, extracto celular (5) y 
sobrenadante (6). Las flechas blancas señalan las bandas correspondientes a las proteínas recombinantes.    
Habiendo comprobado la expresión de las proteínas recombinantes en células 
infectadas con los baculovirus generados, se estudió la cinética de expresión de las 
mismas analizando tanto la expresión en el interior celular como en el medio de cultivo 
por Western blot.  
En lo que respecta a la expresión de EtHFB, se comprobó que la misma prácticamente 
no fue liberada al medio de cultivo en ninguno de los tiempos analizados (0-6 dpi) 
quedando retenida en el interior celular (Fig. 39). En esta fracción se vio, para todos los 
tiempos estudiados, la presencia de dos bandas reconocidas por los anticuerpos 
específicos, una de mayor peso molecular que coincide con el peso molecular de EtHFB 
(54 kDa) y otra de menor peso molecular (aproximadamente 25-30 kDa). La presencia 
de esta banda de bajo peso molecular, indicaría que la proteína está siendo clivada, 
probablemente por alguna proteasa presente en las células. Este producto de 
degradación no parece ser la proteína Et que perdió el tag de HFB, dado que el tamaño 
no coincide con el estimado para Et (aproximadamente 44 kDa). Se observan además 
otras bandas de peso molecular menor a 54 kDa de menor importancia que también 
corresponderían a degradaciones de la proteína. Estos resultados se observaron tanto 
cuando se infectaron los cultivos con una MOI de 0,5 (Fig. 39) como con una MOI de 2, 
no observándose diferencias significativas entre ambas condiciones. La proteína 
recombinante se detectó en los extractos celulares a partir del 2° dpi y hasta el 6° dpi. 
92 
 
La cantidad de proteína recombinante resultó máxima al 2° dpi, a partir del cual se 
observó mayor cantidad de los productos de degradación de EtHFB. Para posteriores 
experimentos, la proteína recombinante se obtuvo por infección de los cultivos con una 
MOI 0,5 y las muestras se cosecharon a los 2 dpi.  
 
Figura 39. Análisis de la cinética de expresión de EtHFB en cultivo de células Sf9 infectados con AcEtHFB (MOI 0,5) 
por Western blot. A. Extractos celulares. B. Sobrenadante de cultivo. Calles (para los dos geles): 1-7, muestras 
cosechadas de los días 0 al 6 postinfección.8, marcador de peso molecular. 9, muestra positiva utilizada como 
control. 10, muestras de células infectadas con AcGFPHFB utilizadas como control negativo. Las flechas señalan la 
banda de 54 kDa correspondiente a EtHFB. 
Con respecto a DomIIIHFB, se comprobó que parte de la proteína expresada fue liberada 
al medio de cultivo (Fig. 40, calles 13-17), mientras que otra parte quedó retenida en el 
interior celular (Fig. 40, calles 3-7). Este comportamiento se observó tanto para los 
cultivos infectados con MOI 0,5 como en aquellos infectados con MOI 2. Tanto en los 
extractos celulares como en el sobrenadante de cultivo se detectó la proteína 
recombinante a partir del 2° dpi y en los días sucesivos hasta el 6° dpi. En los extractos 
celulares, la cantidad de proteína recombinante aumenta hasta el día 4 postinfección 
cuando se hace constante. En el sobrenadante de cultivo, se observó la mayor cantidad 
de proteína para el 2° dpi en el sobrenadante del cultivo infectado con MOI 0,5. Para 
posteriores experimentos, la proteína recombinante se obtuvo por infección de los 
cultivos con una MOI 0,5 y las muestras se cosecharon a los 4 dpi desde las células, o a 
los 2 dpi desde el sobrenadante de cultivo.     
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Figura 40. Análisis de la cinética de expresión de DomIIIHFB en cultivo de células Sf9 infectados con AcDomIIIHFB 
por Western blot. A. Infección con MOI 0,5. B. Infección con MOI 2. Calles (para A y B): 1-7, extractos celulares de 
muestras cosechadas entre los días 0 al 6 postinfección. 8, marcador de peso molecular. 9, muestra positiva 
utilizada como control. 10, muestra de células infectadas con AcGFPHFB utilizadas como control negativo. 11-17, 
sobrenadantes de cultivo de muestras cosechadas entre los días 0 al 6 postinfección. 18, muestra de células 
infectadas con AcGFPHFB utilizadas como control negativo. 19, marcador de peso molecular. 20, muestra positiva 
utilizada como control. 
4.2.4 Expresión de EtHFB y DomIIIHFB en larvas de insectos 
Habiendo estudiado la expresión de EtHFB y DomIIIHFB en cultivos de células de 
insectos, se estudió la expresión de ambas proteínas en larvas de lepidópteros con el fin 
de desarrollar un sistema de producción de los antígenos recombinantes de bajo costo 
y fácilmente escalable.  
Para ello, se infectaron larvas de la especie Rachiplusia nu por inyección intrahemocele 
con los stocks virales de AcEtHFB y AcDomIIIHFB en una dilución apropiada para obtener 
una concentración viral de 1x107 ufp/ml. Las larvas infectadas expresaron, además de 
las proteínas recombinantes de interés, la proteína GFP lo que nos permitió determinar 
por observación bajo luz UV el día óptimo de cosecha. Se observaron las larvas 
infectadas bajo luz UV los días posteriores a la infección y se vio una fluorescencia leve 
a los 2 dpi. A los 3 dpi la fluorescencia fue máxima, observándose a partir del 4 dpi una 
disminución significativa de la viabilidad de las larvas. Por lo tanto, se seleccionó el día 
3 postinfección como el día de cosecha de las larvas. En la figura 41 se muestra una larva 
de R. nu sin infectar (Fig. 41 A) y una larva infectada con el baculovirus AcDomIIIHFB 
cosechada a los 3 dpi, observada tanto bajo luz blanca (Fig. 41 B) como bajo luz UV (Fig. 
41 C).  
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Figura 41. Larvas de Rachiplusia nu. A. Larva sin infectar, observada bajo la luz blanca. B. Larva infectada con el 
baculovirus AcDomIIIHFB, observada bajo luz blanca. C. Larva infectada con el baculovirus AcDomIIIHFB, 
observada bajo luz UV. 
Para analizar la expresión de las proteínas recombinantes en las larvas infectadas, se 
realizaron extractos de las mismas y se analizaron por Western blot con anticuerpos 
específicos anti-dengue. Se utilizaron como control larvas infectadas con el virus 
AcGFPHFB con el fin de poder identificar la banda correspondiente a cada una de las 
proteínas recombinantes.  
En la figura 42 se muestran los resultados obtenidos a partir de extractos realizados de 
larvas infectadas con el baculovirus recombinante AcDomIIIHFB. Se utilizó como buffer 
de extracción PBS al que se le adicionó solamente inhibidores de proteasas y glutatión, 
con el fin de evitar la melanización de las muestras, realizando los extractos sin sonicado 
(Fig. 42 calle 2) y sonicando las muestras (Fig. 42 calle 3). Por otro lado, se ensayó otro 
buffer de extracción que consistió en PBS al que se le adicionó, además de inhibidores 
de proteasas y glutatión, SDS 3% y DTT 100 mM y se sonicaron las muestras, con el fin 
de realizar una extracción más vigorosa y así extraer la proteína si la misma estuviera 
retenida en alguna estructura de la larva (Fig. 42 calle 4). El extracto de la larva control 
infectada con AcGFPHFB se realizó con este buffer (Fig. 42 calle 1).  
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Figura 42. Western blot con anticuerpos específicos anti-dengue de extractos de larvas infectadas con 
AcDomIIIHFB. Calles: 1. Extracto de larva control infectada con el baculovirus AcGFPHFB; 2-4. Extractos de larvas 
infectadas con el baculovirus AcDomIIIHFB, realizados con buffer PBS (2), buffer PBS y sonicado (3) y buffer 
PBS+SDS 3%+DTT 100 mM y sonicado (4).  
Se obtuvo una banda reconocida por los anticuerpos específicos que coincide con el 
peso molecular de DomIIIHFB (23 kDa) tanto en los extractos realizados con buffer PBS, 
con y sin sonicado, como en los extractos realizados con buffer PBS con SDS 3%, DTT 100 
mM y sonicado. Esta banda no aparece en el extracto de la larva control, lo que indica 
que se trata de DomIIIHFB. El hecho de que una proteína recombinante se extraiga de 
las larvas con PBS indica que la misma se encuentra en la hemolinfa del insecto. Este 
comportamiento era el esperado dado que la proteína posee el péptido señal de la 
glicoproteína GP67 que la direcciona al espacio extracelular. 
El extracto obtenido con buffer PBS se analizó por SDS-PAGE y Western blot con 
anticuerpos específicos anti-dengue. En paralelo se analizó un extracto obtenido con el 
mismo buffer a partir de larvas infectadas con AcGFPHFB con el fin de comparar el 
patrón de bandas de ambas muestras e identificar la correspondiente a DomIIIHFB en el 
SDS-PAGE. Logramos identificar una banda que se corresponde con el peso molecular 
de DomIIIHFB en el extracto obtenido a partir de larvas infectadas con AcDomIIIHFB, que 
no aparece en el extracto de larvas control, en el análisis por SDS-PAGE (Fig. 43 A). La 
misma se corresponde con la banda obtenida en el Western blot con anticuerpos 
específicos (Fig. 43 B). Por lo tanto, se puede concluir que se trata de DomIIIHFB.  
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Figura 43. Análisis de extractos de larvas infectadas con AcDomIIIHFB. A: SDS-PAGE. B: Western blot con 
anticuerpos anti-dengue. Calles (Para A y B): 1: Extracto de larva infectada con AcGFPHFB realizado con buffer 
PBS; 2. Extracto de larva infectada con AcDomIIIHFB realizado con buffer PBS; 3(Para A). Marcador de peso 
molecular.  
Dado que la banda correspondiente a la proteína recombinante se pudo reconocer en 
el SDS-PAGE, realizamos una cuantificación por densitometría de gel para calcular el 
nivel de expresión utilizando el programa ImageJ. Para ello, se juntaron y 
homogeneizaron extractos obtenidos con buffer PBS de 10 larvas infectadas con 
AcDomIIIHFB. La muestra así obtenida fue separada por SDS-PAGE, previa cuantificación 
de las proteínas totales por el método de Bradford. Con el programa ImageJ se calculó 
que la banda correspondiente a la proteína recombinante representaba 
aproximadamente un 6% de las proteínas totales del extracto, lo que se corresponde 
con un nivel de expresión aproximado de 4,5 mg/g de larva. El nivel de expresión 
alcanzado resultó muy alto, en comparación con el nivel de expresión previamente 
obtenido para otras proteínas en nuestro laboratorio, utilizando el mismo sistema de 
expresión: 0,35 mg/g de larva para la aglutinina de germen de trigo [89]; 0,12 mg/g de 
larva para el interferón alfa felino [90] y 1,2 mg/g de larva para la neuraminidasa del 
virus de influenza A H1N1 [91].  
Para analizar la expresión de EtHFB, se realizaron extractos a partir de larvas infectadas 
con AcEtHFB utilizando los mismos buffers y condiciones que para DomIIIHFB. Los 
resultados obtenidos del análisis por Western blot se muestran en la figura 44. En este 
caso, no se pudo evidenciar la presencia de EtHFB en ninguno de los extractos 
realizados. Tanto en el extracto obtenido a partir de larvas control como en los extractos 
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obtenidos a partir de larvas infectadas con AcEtHFB se ve una región en la parte superior 
de la membrana de reconocimiento inespecífico por parte de los anticuerpos. Es 
justamente en esta zona donde se espera que se encuentre la banda correspondiente a 
EtHFB, por lo tanto, puede ser este el motivo por el cual no fue posible evidenciar la 
presencia de la proteína recombinante en el extracto. 
 
Figura 44. Western blot con anticuerpos específicos anti-dengue de extractos de larvas infectadas con AcEtHFB. 
Calles: 1. Extracto de larva control infectada con el baculovirus AcGFPHFB; 2-4. Extractos de larvas infectadas con 
el baculovirus AcEtHFB, realizados con buffer PBS (2), buffer PBS y sonicado (3) y buffer PBS+SDS 3%+DTT 100 
mM y sonicado (4). 
Se analizaron por SDS-PAGE extractos obtenidos con buffer PBS tanto de larvas control 
infectadas con el baculovirus AcGFPHFB como de larvas infectadas con AcEtHFB pero no 
se encontró ninguna banda que se pueda asignar a EtHFB. 
5 Conclusiones 
En lo que respecta a la expresión de los antígenos del virus del dengue fusionados a 
hidrofobina en plantas de N. benthamiana, se puede concluir que: 
 Se logró obtener por técnicas de biología molecular los cassettes de expresión 
para Et y DomIII fusionados a hidrofobina, los cuales fueron clonados en el 
vector binario pCAMBIA 1305.2. Se clonó también en este vector el cassette de 
expresión para GFPHFB.  
 Por medio de la expresión de GFPHFB se estudió el sistema de expresión 
transiente en plantas. Determinamos que la concentración óptima de cultivo de 
A. tumefaciens para la transformación resultó aquella correspondiente a una 
DO600nm de 0,5; condición en la que el deterioro del material vegetal por la 
infección bacteriana es menor. Se determinó como día óptimo de cosecha el día 
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7 postinfección y que la coexpresión con la proteína p19 mejora los niveles de 
expresión. 
 En base a los resultados obtenidos para la expresión de GFPHFB se estudió la 
expresión de EtHFB y DomIIIHFB. Se logró detectar la presencia de EtHFB en 
extractos de hojas no así de DomIIIHFB. 
De la expresión de EtHFB y DomIIIHFB en células y larvas de insectos utilizando 
baculovirus recombinantes se puede concluir que:  
 Se obtuvieron vectores de transferencia portadores de los cassettes de 
expresión para las proteínas de fusión EtHFB y DomIIIHFB. Por cotransfección de 
estos vectores y el genoma viral en células Sf9, se obtuvieron los baculovirus 
recombinantes AcEtHFB y AcDomIIIHFB. 
  En células Sf9 en cultivo infectadas con AcEtHFB, se detectó la presencia EtHFB 
solo en el interior celular. La proteína recombinante no fue liberada al medio de 
cultivo pese a poseer un péptido señal para tal fin. Se detectó una forma de la 
proteína que coincide con el peso molecular esperado para EtHFB (54 kDa) y una 
forma de menor peso molecular (aproximadamente 25-30 kDa) que se 
correspondería con un producto de degradación. Se estableció como condición 
de infección una MOI de 0,5 y como día de cosecha el día 2 postinfección. 
 En células Sf9 en cultivo infectadas con AcDomIIIHFB, se detectó la presencia de 
DomIIIHFB con el peso molecular esperado de 23 kDa, tanto en el sobrenadante 
de cultivo como en el interior celular. Se estableció como condición de infección 
una MOI de 0,5 y como día de cosecha desde el sobrenadante de cultivo a los 2 
días postinfección y desde el interior celular a los 4 días postinfección.  
 Con el objetivo de escalar el proceso y reducir los costos de producción, se 
infectaron larvas de Rachiplusia nu con los baculovirus recombinantes AcEtHFB 
y AcDomIIIHFB. EtHFB no logró ser detectada en extractos totales de larvas. Por 
el contrario, DomIIIHFB se detectó en extractos crudos de larvas y se determinó 
un nivel de expresión para esta proteína de 4,5 mg/g de larva, que resultó muy 
alto en comparación con otras proteínas expresadas anteriormente con este 
sistema en nuestro laboratorio. 
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Capítulo 2: Purificación por sistemas de dos fases acuosas 
 
1 Introducción 
La purificación de proteínas recombinantes continúa siendo uno de los principales 
desafíos para la biotecnología, pudiendo representar hasta un 80% del costo total de un 
proceso productivo. Generalmente, la purificación de una proteína se lleva a cabo 
mediante varios pasos cromatográficos, lo que reduce el rendimiento global del proceso 
y aumenta su costo [92]. Por lo tanto, el desarrollo de métodos de purificación simples 
y económicos constituye una tarea fundamental en este campo. En este sentido, los 
sistemas de dos fases acuosas (ATPS por sus siglas en inglés) representan una alternativa 
interesante en la que se integra clarificación, concentración y purificación en un solo 
paso [93]. 
Los sistemas de dos fases acuosas resultan de la inmiscibilidad entre dos soluciones 
acuosas compuestas por dos polímeros (por ejemplo polietilenglicol y dextrán), un 
polímero y una sal (por ejemplo de fosfato), o un surfactante no iónico (por ejemplo 
Tritón X-114), que se forman bajo ciertas circunstancias de temperatura, concentración 
o fuerza iónica [94]. La partición selectiva de la proteína en estudio hacia una de las fases 
es la base de la purificación por ATPS. Este comportamiento depende de numerosos 
factores relativos a las propiedades del sistema (por ejemplo, tipo de polímero, peso 
molecular y concentración, tipo de sal y concentración, tipo de surfactante y 
temperatura, fuerza iónica y pH), a las propiedades de la proteína a purificar (por 
ejemplo, carga, peso molecular, hidrofobicidad) y a la interacción entre estas. De esta 
manera, la selectividad y eficiencia global de la purificación dependen de cuán distinta 
sea la proteína a purificar del resto de las proteínas presentes en la muestra, en relación 
a estas propiedades.   
Una forma de facilitar la purificación de una proteína consiste en la adición de un tag o 
etiqueta que modifique las características de la misma y permita separarla del resto de 
los contaminantes presentes en la muestra [95]. Muchos de los tag utilizados en la 
actualidad son de afinidad y permiten la purificación de la proteína mediante una 
cromatografía de afinidad altamente selectiva, pero en general costosa y difícil de 
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implementar a gran escala [96]. La adición de un tag de hidrofobina (HFB) permite, por 
el contrario, la purificación de la proteína de interés por medio de ATPS utilizando 
surfactantes no iónicos, de manera económica y fácilmente escalable.  
Los sistemas de dos fases basados en surfactantes no iónicos se forman cuando una 
solución acuosa del surfactante se incuba a una temperatura superior a su cloud point o 
temperatura de enturbiamiento. En esas condiciones, la solución se separa en dos fases 
acuosas, una rica en detergente y la otra pobre [97]. En estos sistemas, y debido a su 
naturaleza anfipática, las hidrofobinas particionan a la fase rica en detergente [27]. Por 
lo tanto, cuando se utilizan como proteína de fusión, las hidrofobinas tienen la capacidad 
de alterar la hidrofobicidad de la proteína de interés, permitiendo de esta manera su 
purificación por ATPS basados en surfactantes no iónicos. Linder y colaboradores 
demostraron en el año 2004 la utilidad de la Hidrofobina I de Trichoderma reesei como 
tag para la purificación de una proteína recombinante por ATPS [64]. Estos autores 
desarrollaron un método de purificación basado en dos pasos: el primero de ellos 
consiste en la extracción de la proteína de fusión en la fase rica en detergente por ATPS. 
Luego, en el segundo paso, con el agregado de isobutanol a esta fase, se recupera la 
proteína recombinante en un medio acuoso libre de surfactante. Utilizando esta 
metodología fueron capaces de purificar una endoglucanasa fusionada a HFB desde el 
sobrenadante de un cultivo de T. reesei, con un alto rendimiento y selectividad. 
Posteriormente, otros autores purificaron proteínas fusionadas a HFB basados en esta 
metodología, a partir de extractos obtenidos de diferentes sistemas de expresión. Por 
ejemplo, Lahtinen y colaboradores purificaron avidina de pollo fusionada a HFB a partir 
de extractos de células de insectos y Joensuu y colaboradores purificaron GFPHFB y la 
enzima glucosa oxidasa fusionada a HFB a partir de extractos obtenidos de hojas de N. 
benthamiana [26, 98]. Para nuestro conocimiento, esta estrategia de purificación no se 
ha ensayado anteriormente para purificar una proteína desde extractos crudos de larvas 
de insectos. 
1.1 Hidrofobinas y sistemas de dos fases acuosas 
Linder y colaboradores fueron los primeros en estudiar la partición de las HFBs en 
sistemas de dos fases acuosas basados en surfactantes no iónicos. Observaron que las 
HFBs particionan muy bien a la fase rica en surfactante de estos sistemas, y que esta 
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separación mejora cuanto más hidrofóbico es el surfactante. Observaron también que 
el aumento de la temperatura mejora la separación, mientras que el efecto de la fuerza 
iónica no es tan claro, dependiendo del tipo y concentración de la sal utilizada, el 
surfactante y la temperatura. Por otro lado, determinaron que la modificación del pH 
del medio no tiene mucho impacto, mientras que la conservación de la estructura nativa 
de las HFBs estabilizada por puentes disulfuro es crucial para la partición, ya que la forma 
reducida (por el agregado de DTT) no presenta afinidad por la fase rica en surfactante. 
Linder y su equipo también estudiaron la extracción de las HFBs desde la fase surfactante 
utilizando diferentes solventes. Entre ellos, el más eficiente resultó el isobutanol, que 
permitió una recuperación mayor al 95% de las HFBs en la fase acuosa, reteniendo el 
surfactante en la fase orgánica. El hecho de que las HFBs no presenten afinidad por la 
fase orgánica refleja que la interacción de las HFBs con el surfactante no es gobernada 
simplemente por hidrofobicidad sino que es una interacción estructural mucho más 
compleja [27].   
2 Hipótesis y objetivos específicos 
Hipótesis 2. La purificación de las proteínas recombinantes producidas como fusión a 
hidrofobina puede llevarse a cabo utilizando un sistema de dos fases acuosas basado 
en Tritón X-114, obteniendo altos rendimientos y con un alto grado de pureza.  
Objetivo específico 2: Optimización del proceso de purificación de las proteínas 
recombinantes utilizando un sistema de dos fases acuosas.  
Para lograr el objetivo específico 2 se plantea: 
- Ensayar diferentes concentraciones del surfactante no iónico Tritón X-114. 
- Evaluar qué condición permite obtener una máxima recuperación del producto 
y grado de pureza.  
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3 Materiales y métodos 
3.1 Purificación de las proteínas recombinantes por sistemas dos fases acuosas 
basados en Tritón X-114 
La purificación de las proteínas recombinantes fusionadas a HFB se llevó a cabo según 
el método descripto por Joensuu et al. con mínimas modificaciones [26]. Para ello, se 
agregó Tritón X-114 en la muestra a purificar (extracto o sobrenadante de cultivo, según 
se indique en cada caso) en concentraciones entre un 2 y un 8% v/v. Se homogeneizó 
con vórtex y se incubó durante 15 minutos en un baño de hielo. Luego, se promovió la 
separación de fases por incubación a 30°C en un baño de agua durante 20 minutos. La 
temperatura de enturbiamiento (o cloud point en inglés) del Tritón X-114 es de 23-25°C, 
por lo tanto, a temperaturas superiores a este valor una solución acuosa que contiene 
este surfactante se separa en dos fases acuosas, por esto se utilizó 30°C como la 
temperatura para la separación de fases. Se centrifugó a 3000 x g durante 5 minutos a 
30°C lo que permitió obtener dos fases bien definidas. La fase superior (fase acuosa 1 o 
fac1) se reservó para su análisis en un tubo nuevo y a la fase inferior rica en detergente 
(fase detergente o fdet) se le agregó isobutanol con el objetivo de remover el 
detergente. Luego de 10 minutos de incubación a temperatura ambiente, las muestras 
fueron incubadas a 30°C durante 30 minutos y luego centrifugadas a 3000 x g durante 5 
minutos para promover nuevamente la separación de fases. Se descartó la fase superior 
rica en isobutanol (fase isobutanol o fisobut) y se reservó para su análisis la fase inferior 
acuosa (fase acuosa 2 o fac2) (Fig. 45). 
 
Figura 45. Esquema del proceso de purificación por ATPS.  
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Las muestras obtenidas en cada paso fueron analizadas tanto por SDS-PAGE como por 
Western blot siguiendo los protocolos descriptos anteriormente. Se midieron las 
proteínas totales de las muestras por el método de Bradford y se sembró la misma 
cantidad de proteínas totales en cada calle del gel para poder analizar el proceso de 
purificación.  
El mismo protocolo se aplicó sobre una muestra de DomIII del virus del dengue serotipo 
2 (sin el tag de HFB, adquirida comercialmente a la empresa Prospec).  
3.2 Compatibilidad de los buffers de extracción con el sistema de purificación y 
ensayos de extracción 
La separación de una solución acuosa conteniendo Tritón X-114 en dos fases se ve 
afectada por la presencia de ciertos componentes en los buffers de extracción. Para 
estudiar la compatibilidad de los diferentes buffers de extracción utilizados con el 
método de purificación propuesto, se agregó a 1 ml de cada buffer a ensayar 50 µl de 
Tritón X-114 (5 %), se homogeneizó y se incubó durante 15 minutos en un baño de hielo. 
Luego se incubó a 30°C durante 20 minutos y se centrifugó a 3000 x g durante 5 minutos. 
Se determinó la formación o no de las dos fases acuosas por observación de las 
muestras.  
En los casos en los que las muestras se obtuvieron con buffers de extracción no 
compatibles con el método de purificación, se ensayó la extracción con un buffer 
compatible y se analizó por SDS-PAGE y Western blot siguiendo los protocolos descriptos 
anteriormente.  
3.3 Identificación de la proteína purificada por espectrometría de masa 
Con el objetivo de determinar la identidad de la proteína purificada se realizó un análisis 
por espectrometría de masa. Para ello, una muestra de la proteína purificada se separó 
en un SDS-PAGE y luego se tiñó con Coomassie Blue coloidal.  La banda correspondiente 
a la proteína se cortó del gel y fue enviada al Centro de Estudios Químicos y Biológicos 
por Espectrometría de Masas (CEQUIBIEM) de la Facultad de Ciencias Exactas y 
Naturales de la Universidad de Buenos Aires para su análisis. Brevemente, el estudio 
realizado en dicho centro consistió en la digestión de la proteína con tripsina y la 
separación de los péptidos obtenidos por nanoHPLC (EASY-nLC 1000, Thermo Scientific) 
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utilizando una columna de fase reversa (EASY-Spray Column P/N ES801, Thermo 
Scientific). Los péptidos separados se identificaron por espectrometría de masa con 
tecnología Orbitrap (Q-Exactive, Thermo Scientific) utilizando el programa Proteome 
Discoverer versión 1.4 (Thermo Scientific). 
4 Resultados y discusión 
4.1 Purificación a partir de extractos de plantas 
Con el objetivo de estudiar el sistema de purificación, se realizó un ensayo preliminar a 
partir de extractos obtenidos con el buffer PBS de hojas que expresaban GFPHFB. En 
esta parte del desarrollo, disponer de la proteína recombinante GFPHFB fue de gran 
utilidad dado que nos permitió seguir el proceso de purificación por observación bajo 
luz UV durante los diferentes pasos y así evidenciar de una manera simple y rápida la 
partición de la proteína recombinante en las diferentes fases que se fueron obteniendo 
durante el proceso. En paralelo, se llevó a cabo el proceso de purificación con hojas 
salvajes sin infiltrar. Para este ensayo, la concentración de Tritón X-114 utilizada fue del 
4% v/v y se partieron de 200 µl de extracto para realizar la purificación. Se agregó el 
surfactante directamente sobre el extracto y luego de producida la separación de las 
fases por incubación a 30°C se obtuvieron dos fases bien definidas. Por observación bajo 
luz UV, pudimos evidenciar que GFPHFB particionó a la fase inferior rica en surfactante 
(Fig. 46 A). Esta fase resultó ser de menor volumen que la fase superior acuosa, por lo 
tanto, la proteína que particiona selectivamente a esta fase además de purificarse, se 
concentra.   
Las muestras obtenidas durante el proceso de purificación fueron analizadas por SDS-
PAGE y los resultados se muestran en la figura 46 B. Se analizó el extracto total, la fase 
acuosa 1 y la fase acuosa 2 de extractos de hojas que expresaban GFPHFB y de hojas 
salvajes. Como puede observarse en la figura, la proteína GFPHFB se recuperó en la fase 
acuosa 2. Esto quiere decir que GFPHFB particionó a la fase rica en detergente del primer 
sistema de dos fases y luego a la fase acuosa de la separación con isobutanol. No se ve 
pérdida de la proteína en la fase acuosa 1 donde, como era de esperar, particionaron la 
mayoría de las proteínas del extracto. GFPHFB se obtuvo en la fase acuosa 2 con una 
pureza superior al 90 %, calculada por densitometría de gel. Los resultados obtenidos a 
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partir de este experimento ponen en evidencia el potencial de este sistema de 
purificación para proteínas recombinantes fusionadas a HFB a partir de extractos de 
hojas.    
 
Figura 46. Purificación de GFPHFB por ATPS con Tritón X-114 4% desde extractos de hojas. A: Foto de la 
separación de fases luego del agregado de Tritón X-114 al extracto conteniendo GFPHFB. B: Análisis por SDS-PAGE 
de las diferentes fases obtenidas durante el proceso. Calles: 1. Marcador de peso molecular; 2-4. Purificación a 
partir de hojas salvajes; 5-7. Purificación a partir de hojas que expresaban GFPHFB. 2 y 5: Extractos totales; 3 y 6: 
Fase acuosa 2; 4 y 7: Fase acuosa 1.  
Para la implementación de este sistema de purificación, es necesario obtener la proteína 
a purificar en un buffer que sea compatible con el mismo. El buffer de extracción de 
elección es PBS sin el agregado de ningún componente dado que la presencia de ciertos 
componentes en el buffer puede impedir la formación de las dos fases por modificar de 
manera dramática el cloud point de la solución. Por ejemplo, la adición de SDS en una 
baja concentración (1mM) puede aumentar el cloud point de una solución acuosa de 
Tritón X-114 al 1% de 25°C a 74 °C [99]. Realizar el proceso a temperaturas tan altas sería 
inviable ya que el costo sería muy alto, si se piensa en utilizar este proceso a gran escala, 
y además las proteínas podrían desnaturalizarse perdiendo funcionalidad. Si esto 
sucede, la purificación podría fracasar dado que HFB necesita conservar su estructura 
para que la partición a la fase detergente ocurra [27].  
Se ensayó la extracción de EtHFB de las hojas con buffer PBS y los extractos obtenidos 
se analizaron por SDS-PAGE y por Western blot. Se realizaron extractos de hojas salvajes 
y hojas que expresaban GFPHFB como control. En la figura 47 se muestran los resultados 
obtenidos. No se observó ninguna banda que pueda atribuirse a EtHFB en el SDS-PAGE 
(Fig. 47 A calle 4) y en el Western blot (Fig. 47 B calle 4), por lo tanto, concluimos que 
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EtHFB no se extrae de las hojas con este buffer. Por el contrario, GFPHFB logró ser 
extraída con PBS (Fig. 47 A calle 3).  
 
Figura 47. SDS-PAGE y Western blot de extractos de hojas con buffer PBS. A: SDS-PAGE. B: Western blot con 
anticuerpos anti-dengue. Calles (para A y B): 1. Marcador de peso molecular; 2. Extracto de hoja salvaje; 3. 
Extracto de hoja que expresa GFPHFB+p19; 4. Extracto de hoja que expresa EtHFB+P19; 5(Solo para B). Control 
positivo correspondiente a una fusión entre la proteína Et y el antígeno NS1 de 71 kDa. 
La extracción de EtHFB de las hojas fue satisfactoria tanto con el buffer Tris SDS 3% como 
con el buffer RIPA. Se evaluó la compatibilidad de estos buffers con el sistema de 
purificación agregando Tritón x-114 e incubando a 30°C y en ninguno de los casos se 
obtuvieron dos fases definidas. Con el buffer Tris SDS 3% se esperaba este 
comportamiento dado que el SDS aún a bajas concentraciones aumenta el cloud point 
del sistema. El buffer RIPA posee entre sus componentes Tritón X-100. Este surfactante 
posee un cloud point de 64-65 °C y se vio que en mezclas con Tritón X-114 se obtiene un 
cloud point intermedio entre el de cada uno de los surfactantes [99]. Además, el buffer 
RIPA posee otro surfactante, el deoxicolato de sodio, que probablemente también 
influya en el cloud point del sistema. Se aumentó la temperatura de incubación hasta 
50°C y no se observó separación de fases para ninguno de los buffers.   
Dado que no fue posible extraer EtHFB con un buffer compatible con el método de 
purificación propuesto, se intentó realizar un cambio de buffer por diálisis, pero la 
proteína precipitó cuando se la intentó obtener en buffer PBS.  
Las dificultades observadas tanto en la extracción como en la solubilización de EtHFB 
hicieron que el método de purificación propuesto no se pueda aplicar para la 
purificación de EtHFB a partir de extractos de hojas. 
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4.2 Purificación a partir de sobrenadantes de cultivo y de extractos de células de 
insecto 
La expresión de EtHFB y DomIIIHFB se diseñó de modo que las proteínas fueran liberadas 
al medio de cultivo con el objetivo de facilitar el proceso de purificación. Por un lado, la 
purificación se vería facilitada por el hecho de que se utilizaría el sobrenadante de 
cultivo sin ningún tratamiento adicional, a diferencia de lo que ocurre si la proteína 
queda retenida en el interior celular, lo que conlleva un paso de extracción que, como 
se vio para el caso de EtHFB a partir de hojas, puede resultar limitante para el proceso 
de purificación. Por otro lado, la purificación se vería facilitada por el menor contenido 
de proteínas contaminantes presentes en el medio de cultivo, que es significativamente 
menor que en un extracto celular.  
A pesar de poseer el péptido señal de la proteína GP67 para la liberación de las proteínas 
al medio extracelular, en los ensayos de expresión se vio que EtHFB quedó retenida en 
el interior celular y también, en parte, DomIIIHFB. Por lo tanto, se estudió la extracción 
de ambas proteínas con diferentes buffers con el objetivo de encontrar una condición 
de extracción que permita obtener la proteína en un medio compatible con la posterior 
purificación por sistemas de dos fases acuosas (ATPS). El buffer de extracción usado en 
los experimentos anteriores, con el que se extrajo tanto EtHFB como DomIIIHFB de las 
células de insecto, contenía SDS 3% que, como se vio en los ensayos de compatibilidad, 
es un componente que aumenta el cloud point del sistema impidiendo así la formación 
de las dos fases acuosas a las temperaturas de trabajo permitidas. El buffer de elección 
para la extracción de las proteínas y su posterior purificación es el buffer PBS sin ningún 
componente agregado. Con este buffer, fue posible extraer DomIIIHFB del interior 
celular pero no EtHFB (Fig. 48, calles 5 y 10). Como buffer intermedio entre el de elección 
(PBS) y el que resultó adecuado en primera instancia (Buffer Tris-SDS-DTT), se ensayó un 
buffer conteniendo PBS y DTT y, en lugar de SDS, el surfactante no iónico Tritón X-100, 
que de resultar un buffer efectivo se podría reemplazar por Tritón X-114 para la 
purificación (Fig. 48, calles 4 y 9). Este buffer resultó adecuado para extraer DomIIIHFB 
del interior celular pero no EtHFB. Por otro lado, se ensayó un buffer Tris conteniendo 
cloruro de sodio y Tritón X-100 con y sin el agregado de DTT (Fig. 48, calles 2, 3, 7 y 8). 
Este buffer es de uso habitual en nuestro laboratorio para la extracción de proteínas 
109 
 
recombinantes de células de insecto. Con este buffer se observaron los mismos 
resultados que con los anteriores. Tanto con el agregado de DTT como sin él, el buffer 
fue capaz de extraer DomIIIHFB, pero no así EtHFB. 
 
Figura 48. Análisis por Western blot de la extracción de EtHFB y DomIIIHFB de células con diferentes buffers. 
Calles 1-5: Extractos de células que expresan EtHFB. Calles 6-10: Extractos de células que expresan DomIIIHFB. 
Buffers ensayados para los extractos: Calles 1 y 6: Buffer Tris-SDS-DTT. Calles 2 y 7: Buffer Tris-Tritón X-100. Calles 
3 y 8: Buffer Tris-Tritón X-100-DTT. Calles 4 y 9: Buffer PBS-Tritón X-100-DTT. Calles 5 y 10: Buffer PBS. La flecha 
negra señala la banda correspondiente a EtHFB y la flecha blanca señala la banda correspondiente a DomIIIHFB. 
En conclusión, no se logró extraer EtHFB con ningún buffer compatible con el método 
de purificación propuesto. Se obtuvo en este caso los mismos resultados que para la 
extracción de EtHFB de hojas y, por lo tanto, no fue posible purificar esta proteína desde 
extractos de células de insectos por ATPS. Por el contrario, DomIIIHFB fue extraída 
exitosamente con todos los buffers ensayados, eligiéndose entre ellos el buffer PBS para 
próximos experimentos por ser el más simple y conveniente para el proceso de 
purificación propuesto. 
Se realizaron ensayos de purificación de DomIIIHFB a partir de extractos celulares 
obtenidos con buffer PBS y a partir de muestras de sobrenadante de cultivo. Se 
ensayaron en paralelo muestras tanto de sobrenadante de cultivo como de extractos 
celulares de cultivos que expresaban GFPHFB, como control negativo. En este caso, la 
proteína GFPHFB no la utilizamos para probar el sistema de purificación dado que el 
baculovirus utilizado presenta en su genoma el gen para GFP, por lo que cultivos 
infectados con AcGFPHFB expresan tanto GFPHFB como GFP. 
El proceso de purificación se analizó por SDS-PAGE y Western blot, incluyendo la muestra 
de partida (extracto celular total o sobrenadante de cultivo), la fase acuosa 1 donde se 
110 
 
espera encontrar la mayoría de las proteínas contaminantes y la fase acuosa 2 donde se 
espera encontrar la proteína recombinante purificada. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 49. Tanto para el caso de la purificación a partir de extractos 
celulares (Fig. 49 A) como a partir de sobrenadante de cultivo (Fig. 49 C), se puede ver 
que la mayoría de las proteínas contaminantes particionaron a la fase acuosa 1, 
observándose un patrón de bandas bastante similar al de la muestra de partida. En la 
fase acuosa 2, si bien se ve en el SDS-PAGE que es una muestra con menos cantidad de 
proteínas que en el extracto total, no pudo observarse una banda que se corresponda 
con la esperada para DomIIIHFB por esta técnica y tampoco por Western blot (Fig. 49 B 
y D). Dado que la proteína se ve en el extracto total y en menor cantidad en la fase 
acuosa 1 es que se puede inferir que la misma estaría particionando a la fase detergente. 
Cuando se agregó isobutanol a esta fase, la muestra se puso turbia y luego se formó una 
interfase entre la fase acuosa 2 y la fase isobutanol que no fue analizada en este ensayo.  
 
Figura 49. Análisis de la purificación de DomIIIHFB desde extractos de células y sobrenadantes de cultivo. A y C: 
SDS-PAGE. B y D: Western blot con anticuerpos anti-dengue. A y B: Purificación a partir de extractos celulares. C y 
D: Purificación desde sobrenadante de cultivo. Calles: Para A y C: 1. Marcador de peso molecular; 2. Extracto total 
(A) o sobrenadante de cultivo (C); 3. Fase acuosa 1; 4. Fase acuosa 2. Para B y D: 1-3 Purificación control de 
muestras que expresan GFPHFB; 4-6 Purificación de DomIIIHFB. 1 y 4. Extracto total (B) o sobrenadante de cultivo 
(D); 2 y 5. Fase acuosa 1; 3 y 6. Fase acuosa 2. 
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Para estudiar si DomIIIHFB queda en la interfase que se forma luego de la separación 
con isobutanol, se realizó una nueva purificación a partir de un extracto de células 
obtenido con buffer PBS, utilizando un 5% de Tritón X-114. Esta vez además de 
analizarse la muestra de partida, la fase acuosa 1 y la fase acuosa 2, se analizó la 
interfase, la cual se resuspendió en buffer de siembra. Las muestras se analizaron por 
SDS-PAGE y Western blot y los resultados obtenidos se muestran en la figura 50.  
 
Figura 50. Purificación de DomIIIHFB a partir de extractos de células por ATPS con Tritón X-114 5%. A: SDS-PAGE. 
B: Western blot con anticuerpos anti-dengue. Calles (Para A y B): 1. Extracto total; 2. Fase acuosa 1; 3. Fase 
acuosa 2; 4. Interfase; 5 (Para A). Marcador de peso molecular.  
Como puede verse en el Western blot, se obtuvo una banda importante en la muestra 
correspondiente a la interfase que coincide con el peso molecular de DomIIIHFB y que 
es reconocida por los anticuerpos específicos (Fig. 50 B calle 4). De esta manera, 
pudimos comprobar que DomIIIHFB particiona a la fase detergente del primer sistema 
de dos fases y luego al agregar isobutanol sobre esta fase, en vez de particionar a la fase 
acuosa 2, se obtiene en la interfase que se forma entre ambas fases. El uso de isobutanol 
fue reportado en la literatura por distintos autores, sin observar la formación de esta 
interfase. Linder y colaboradores reportaron que el isobutanol fue el solvente más 
eficiente para la extracción de HFB de la fase detergente, entre los que ensayaron [27]. 
Joensuu y su equipo reportaron resultados similares para la recuperación de GFPHFB 
con isobutanol desde la fase detergente, sin observar precipitación de la proteína [26]. 
Jacquet y colaboradores purificaron parcialmente la hemaglutinina del virus de la 
influenza fusionada a HFBI por ATPS utilizando Tritón X-114 e isobutanol y tampoco 
reportaron desnaturalización de la proteína [100]. Por el contrario, tanto DomIIIHFB 
como GFPHFB precipitaron formando una interfase entre la fase acuosa y la fase de 
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isobutanol con el agregado de este solvente. A pesar de esto, la formación de esta 
interfase permitió concentrar aún más la proteína y recuperarla en un buffer libre de 
isobutanol. 
Al analizar la muestra por SDS-PAGE vimos que, si bien la proteína se purifica 
parcialmente, se observa un gran número de bandas de otras proteínas contaminantes 
en la muestra correspondiente a la interfase (Fig. 50 A calle 4). Se ensayó la purificación 
a partir de extractos celulares realizados con buffer PBS utilizando un 2% y un 8% de 
Tritón X-114 con el objetivo de evaluar la pureza en estas condiciones. Las muestras 
obtenidas se analizaron por SDS-PAGE y los resultados se muestran en la figura 51. No 
se observó una mejora en la pureza en ninguna de las condiciones analizadas. Tanto en 
la purificación realizada con un 2% de Tritón X-114 (Fig. 51 calle 4) como en la realizada 
con un 8% de Tritón X-114 (Fig. 51 calle 9) se observó un gran número de bandas de 
proteínas contaminantes en la muestra correspondiente a la interfase. Por lo tanto, 
podemos concluir que si bien el antígeno fusionado a HFB particionó a la fase detergente 
y luego a la interfase, otras proteínas del extracto presentaron el mismo 
comportamiento, dando como resultado una baja pureza. Se podría continuar 
purificando esta muestra mediante otro paso de purificación, pero aumentaría el costo 
del proceso.  
 
Figura 51. Análisis por SDS-PAGE de la purificación de DomIIIHFB por ATPS a partir de extractos celulares. 1-4: 
Purificación con 2% de Tritón X-114. 6-9: Purificación con 8% de Tritón X-114. Calles: 1 y 6. Extracto total; 2 y 7. 
Fase acuosa 1; 3 y 8. Fase acuosa 2; 4 y 9. Interfase; 5. Marcador de peso molecular.  
Por otro lado, se evaluó la purificación de DomIIIHFB a partir de sobrenadantes de 
cultivo. Como se mencionó anteriormente, la purificación a partir del sobrenadante de 
cultivo tiene la ventaja de que la muestra se utiliza sin ningún procesamiento previo. Es 
decir, se agregó Tritón X-114 directamente al sobrenadante de cultivo. En este caso, 
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teniendo en cuenta los resultados obtenidos anteriormente, se analizaron las muestras 
correspondientes al sobrenadante de cultivo antes de purificar, a la fase acuosa 1, a la 
fase acuosa 2 y a la interfase.  
Se evaluó la purificación utilizando tres concentraciones de Tritón X-114: 2, 5 y 8%. Las 
muestras obtenidas durante el proceso de purificación se analizaron por SDS-PAGE y 
Western blot, sembrando la misma cantidad de proteínas totales para cada muestra con 
el objetivo de comparar entre condiciones (Fig. 52). Se realizó una purificación utilizando 
un 5% de Tritón X-114 a partir del sobrenadante de un cultivo infectado con AcGFPHFB 
como control.  
 
Figura 52. Purificación de DomIIIHFB a partir de muestras de sobrenadante de cultivo por ATPS. Análisis del 
proceso de purificación utilizando un 2%, 5% y 8% de Tritón X-114 por SDS-PAGE (A) y Western blot con 
anticuerpos específicos anti-dengue (B). T: Sobrenadante total utilizado como material de partida. Fac1: fase 
acuosa 1. Fac2: Fase acuosa 2. I: interfase. M: marcador de peso molecular. C NEG: purificación a partir de un 
sobrenadante de cultivo control que expresaba GFPHFB utilizando un 5% de Tritón X-114.  
Como puede verse en los resultados obtenidos en el Western blot (Fig. 52 B), en las tres 
condiciones ensayadas la proteína se obtuvo en la interfase que se desarrolló en el 
segundo sistema de dos fases con isobutanol. El hecho de que la proteína se obtenga en 
la interfase, si bien no era el comportamiento esperado, nos permitió concentrarla aún 
más y obtenerla en un medio libre de isobutanol. Por otro lado, no se observó perdida 
de la proteína en la fase acuosa 1, lo que significa que la proteína particiona en su 
totalidad a la fase detergente.  
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En este caso, y a diferencia de lo ocurrido con las muestras purificadas a partir de 
extractos celulares, se pudo identificar la banda correspondiente a DomIIIHFB en el SDS-
PAGE en las muestras correspondientes a la interfase (Fig. 52 A). Vimos que la pureza de 
la proteína recombinante disminuía al aumentar la concentración de Tritón X-114 
utilizada en la purificación. Por lo tanto, la pureza resultó máxima en las muestras 
purificadas con un 2% de Tritón X-114, condición con la cual se recuperaron 16,7 µg de 
proteína recombinante por ml de medio de cultivo con una pureza aproximada del 20%. 
Si bien la pureza alcanzada fue baja, se logró concentrar y purificar parcialmente 
DomIIIHFB a partir de sobrenadantes de cultivo en un único y simple paso de 
purificación, sin requerir acondicionamiento previo de la muestra. Se podría entonces 
aumentar la pureza de la proteína recombinante mediante la aplicación de algún otro 
paso de purificación posterior a la separación por ATPS.  
4.3 Purificación a partir de extractos de larvas 
La purificación de DomIIIHFB a partir de extractos de larvas se realizó agregando Tritón 
X-114 directamente sobre extractos de larvas obtenidos con buffer PBS, sin realizar 
ningún paso de acondicionamiento previo. Se realizó el proceso de purificación 
utilizando un 2%, 5% y 8% de Tritón X-114 y las muestras obtenidas se analizaron por 
SDS-PAGE y Western blot, sembrando la misma cantidad de proteínas totales para cada 
muestra con el objetivo de poder comparar entre condiciones (Fig. 53). Se realizó el 
proceso de purificación utilizando un 5% de Tritón X-114 a partir del extracto de una 
larva infectada con AcGFPHFB como control.  
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Figura 53. Purificación de DomIIIHFB a partir de extractos de larvas por ATPS. Análisis del proceso de purificación 
utilizando un 2%, 5% y 8% de Tritón X-114 por SDS-PAGE (A) y Western blot con anticuerpos específicos anti-
dengue (B). T: Extracto total utilizado como material de partida. Fac1: fase acuosa 1. Fac2: Fase acuosa 2. I: 
interfase. M: marcador de peso molecular. C NEG: purificación a partir de un extracto de larva control infectado 
con AcGFPHFB utilizando un 5% de Tritón X-114. 
Como puede verse en el resultado del Western blot (Fig. 53 B), al igual que lo ocurrido 
con la proteína expresada en células en cultivo, la proteína recombinante se obtuvo para 
todas las condiciones ensayadas en la interfase del sistema de dos fases con isobutanol. 
Esto quiere decir que DomIIIHFB particionó a la fase detergente del primer sistema de 
dos fases y luego a la interfase del segundo. Este comportamiento se ve reflejado 
también en el hecho de que no se observó pérdida de la proteína recombinante en la 
fase acuosa 1. 
Al analizar el proceso de purificación por SDS-PAGE, se vio una banda clara y mayoritaria 
que se corresponde con DomIIIHFB en las muestras correspondientes a la interfase de 
cada una de las condiciones ensayadas (Fig. 53 A). En cuanto a la pureza, se mantuvo el 
mismo comportamiento que para la purificación a partir de sobrenadantes de cultivos, 
es decir, con el aumento de la concentración de Tritón X-114 se vio una disminución de 
la pureza obtenida. En este caso, el hecho de que la proteína quedara en la interfase del 
sistema de dos fases basado en isobutanol permitió aumentar la pureza de la proteína 
recombinante dado que en la fase acuosa 2 se ven bandas correspondientes a proteínas 
contaminantes que hubieran disminuido la pureza si la proteína hubiera sido obtenida 
en esta fase. 
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En conclusión, en un simple paso de purificación y utilizando un 2% de Tritón X-114 se 
alcanzó una pureza superior al 80% y se recuperaron 3,3 mg de DomIIIHFB por gramo 
de larva con un rendimiento de 73%. A pesar de que los extractos de larvas poseen una 
mayor cantidad de proteínas contaminantes que los sobrenadantes de cultivo, la pureza 
obtenida a partir de extractos de larvas fue muy superior que aquella obtenida a partir 
de sobrenadantes de cultivos aplicando el mismo proceso de purificación. Este hecho, 
sumando a la posibilidad de utilizar los extractos de larvas crudos sin requerir pasos 
anteriores de acondicionamiento, hacen del método de purificación propuesto una 
alternativa promisoria para la purificación de proteínas recombinantes expresadas en 
larvas de insectos, uno de los principales desafíos de este sistema de expresión.  
Con el objetivo de confirmar la identidad de la proteína purificada, se realizó un análisis 
por espectrometría de masa. Para ello, una muestra de la proteína purificada se digirió 
con tripsina y los péptidos obtenidos fueron separados e identificados utilizando el 
programa Proteome Discoverer y las secuencias teóricas correspondientes a DomIIIHFB 
con y sin la secuencia correspondiente al péptido señal de la glicoproteína GP67 (Ver 
secuencias en anexo 2).  
 
Figura 54. Resultado del análisis por espectrometría de masas. Los péptidos en negrita y subrayados fueron los 
que se identificaron durante el análisis.  
En la figura 54 se muestran en negrita y subrayados los péptidos que fueron 
identificados durante el análisis. Los mismos se correspondieron perfectamente con los 
de la secuencia teórica de la proteína recombinante procesada (sin el péptido señal). 
Por lo tanto, podemos concluir que la proteína purificada es DomIIIHFB.  
Habiendo comprobado la identidad de la proteína purificada y estudiado el proceso de 
purificación, decidimos realizar un stock de la proteína recombinante con el cual trabajar 
en experimentos posteriores. Para ello, se realizaron extractos con buffer PBS a partir 
de 8 larvas infectadas con AcDomIIIHFB, se purificó por ATPS con 2% de Tritón X-114 y 
se cuantificó la cantidad de proteína recombinante obtenida. Se obtuvieron 
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aproximadamente 800 µl de proteína purificada con una concentración de proteínas 
totales de 8,2 mg/ml. Se calculó una pureza aproximada del 80% por densitometría de 
gel y por lo tanto una concentración de DomIIIHFB de 6,56 mg/ml.  
Dado que no fue posible identificar una banda correspondiente a EtHFB en los extractos 
totales de larvas infectadas con AcEtHFB por la presencia de una zona de unión 
inespecífica de los anticuerpos en donde se esperaba encontrar a esta proteína, es que 
realizamos una purificación utilizando un 5% de Tritón X-114 a partir de un extracto total 
de larva realizado con PBS con el objetivo de estudiar si en la fracción correspondiente 
a la interfase o a la fase acuosa 2 se lograba identificar a EtHFB. Las muestras 
correspondientes al extracto total, la fase acuosa 1, la fase acuosa 2 y la interfase se 
analizaron por Western blot con anticuerpos anti-dengue y los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 55.   
 
Figura 55. Análisis por Western blot de la purificación de EtHFB por ATPS. T: Extracto total realizado con buffer 
PBS a partir de larvas infectadas con AcEtHFB. Fac1: Fase acuosa 1. Fac2: Fase acuosa 2. I: Interfase. 
Como puede observarse, no se obtuvo ninguna banda reconocida por los anticuerpos 
que pueda ser atribuida a EtHFB. Por lo tanto, concluimos que EtHFB no está siendo 
expresada en las larvas o, lo que es más probable, no está siendo extraída de las mismas, 
quedando retenida en alguna estructura del insecto.  
4.4 Partición de DomIII en ATPS 
Con el objetivo de estudiar si la partición de DomIIIHFB a la fase detergente era debido 
a la presencia de HFB en la molécula, se aplicó el método de purificación por ATPS con 
Tritón X-114 2% sobre una muestra de DomIII que carecía del tag de HFB (Prospec). 
Tanto la muestra de partida, como la fase acuosa 1 y la fase acuosa 2 se analizaron por 
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SDS-PAGE con tinción de plata (Fig. 56). En este caso, no se observó la formación de 
interfase en el sistema de dos fases con isobutanol.  
 
Figura 56. Purificación de DomIII por ATPS con Tritón X-114 2%. SDS-PAGE y tinción con plata. T: Muestra total, 
sin purificar. Fac1: Fase acuosa 1. Fac2: Fase acuosa 2.  
Este ensayo nos permitió comprobar que DomIII sin el tag de HFB particiona 
principalmente a la fase acuosa 1, por lo tanto, la partición de DomIIIHFB a la fase 
detergente se debe a la presencia de HFB en la molécula. 
4.5 Comparación del proceso de producción y purificación de DomIIIHFB en 
células y larvas de insectos 
En el presente trabajo se planteó una plataforma integrada de expresión y purificación 
de antígenos de virus del dengue, la cual se basó en la fusión de los antígenos con HFB 
para su purificación por sistemas de dos fases acuosas. Esta estrategia se pudo aplicar 
satisfactoriamente para DomIIIHFB expresado en células y larvas de insectos. A 
continuación, se muestra una tabla comparativa del proceso de producción de 
DomIIIHFB en ambos sistemas (Tabla 8).   
Tabla 8. Análisis comparativo de la producción (expresión y purificación) de 1 mg de DomIIIHFB en larvas de R. nu 
y sobrenadante de cultivo de células Sf9 
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La producción de DomIIIHFB en cultivo de células Sf9 y su purificación a partir del 
sobrenadante del cultivo utilizando un 2% de Tritón X-114 dio un rendimiento de 16,7 
µg de DomIIIHFB/ml de sobrenadante de cultivo con una pureza del 20%. Por lo tanto, 
para la obtención de 1 mg de DomIIIHFB a partir del sobrenadante de cultivo, se 
requieren infectar y procesar 60 ml de cultivo. Para la infección de este volumen de 
cultivo celular utilizando una MOI de 0,5 se requieren 6 x 107 ufp totales, lo que 
significan 0.545 ml de un stock viral de concentración 1,1 x 108 ufp/ml.  
La expresión de DomIIIHFB en larvas de Rachiplusia nu alcanzó un nivel de 4,5 mg/g de 
larva, representando un 6% de las proteínas totales presentes en el extracto de la larva. 
Su purificación utilizando un 2% de Tritón X-114 dio un rendimiento del 73%, 
obteniéndose 3,3 mg de DomIIIHFB/g de larva con una pureza mayor al 80%, muy 
superior a la pureza obtenida para la purificación a partir del sobrenadante de cultivo. 
Para la obtención de 1 mg de DomIIIHFB se requieren infectar y procesar sólo 2 larvas, 
lo que implica un volumen de 2 ml de extracto. El manejo de este volumen resulta más 
conveniente que los 60 ml de sobrenadante de cultivo que se requieren procesar para 
obtener la misma cantidad de proteína recombinante. Además, se necesitan 1 x 106 ufp 
totales para la infección de las larvas, lo que significan 0,009 ml de un stock viral de 
concentración 1,1 x 108 ufp/ml, es decir, 60 veces menos que para la producción en 
cultivo de células Sf9. Además de las ventajas mencionadas, la producción de una 
proteína recombinante en larvas es mucho más económica que su producción a partir 
de células en cultivo. El costo de las larvas es muy bajo, dado que las larvas de R. nu 
utilizadas para la expresión de DomIIIHFB son una plaga en nuestro país. Las mismas se 
crían en bandejas reutilizables con una dieta artificial a base de harina de alfalfa, maíz y 
trigo, a diferencia de la necesidad de medios de cultivos, material estéril, fermentadores 
y flujos laminares requeridos para el cultivo de células [101].   
De este análisis se puede concluir, que la expresión y purificación de DomIIIHFB 
utilizando larvas de R. nu resulta una excelente plataforma para la obtención del 
antígeno recombinante en altos niveles y a bajo costo. 
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5 Conclusiones  
En lo que respecta a la purificación de proteínas fusionadas a hidrofobina a partir de 
extractos de hojas de N. benthamiana, se puede concluir que: 
  Pudimos estudiar el sistema de purificación por ATPS con Tritón X-114 por medio 
de la purificación de GFPHFB a partir de extractos de hojas obtenidos con el buffer 
PBS.  
 GFPHFB particionó a la fase rica en surfactante del ATPS y, luego del agregado de 
isobutanol, fue recuperada en la fase acuosa, alcanzando una pureza superior al 
90%. Estos resultados ponen de manifiesto el potencial de este sistema de 
purificación para la recuperación de proteínas desde extractos de hojas.  
 La principal limitación de este sistema es que los aditivos agregados al buffer de 
extracción impiden la formación de las dos fases acuosas. En este sentido, no fue 
posible extraer EtHFB desde el tejido vegetal con un buffer compatible con ATPS, ni 
acondicionar la muestra luego de la extracción, razón por la cual no se pudo aplicar 
esta metodología para la purificación de EtHFB a partir de extractos de hojas. 
En lo que respecta a la purificación de los antígenos del virus del dengue fusionados a 
hidrofobina a partir de extractos de células de insecto o sobrenadantes de cultivo, se 
puede concluir que: 
 No fue posible extraer EtHFB de las células de insecto con un buffer compatible con 
la purificación por ATPS con Tritón X-114. Esto, sumado al hecho de que EtHFB no 
fue liberada al medio de cultivo, hizo que la estrategia de purificación propuesta no 
pueda aplicarse para la purificación de esta proteína expresada en células de 
insectos. 
 DomIIIHFB fue extraída exitosamente del interior celular con buffer PBS, compatible 
con ATPS. Por otro lado, parte de DomIIIHFB fue liberada al medio de cultivo. Por lo 
tanto, se estudió la purificación de DomIIIHFB por ATPS desde ambas fuentes.  
 DomIIIHFB particionó a la fase rica en surfactante del ATPS, pero luego fue 
recuperada a partir de la interfase que se formó entre la fase acuosa y la fase de 
isobutanol, en vez de recuperarse a partir de la fase acuosa como era esperado.  
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 Los mejores resultados se obtuvieron cuando se purificó DomIIIHFB desde el 
sobrenadante de cultivo utilizando Tritón X-114 al 2%. En estas condiciones la 
pureza alcanzada fue de aproximadamente el 20%.  
En lo que respecta a la purificación de los antígenos del virus del dengue fusionados a 
hidrofobina a partir de extractos de larvas de Rachiplusia nu, se puede concluir que: 
 Para la purificación de DomIIIHFB se agregó Tritón X-114 directamente sobre 
extractos crudos de larvas obtenidos con buffer PBS. Luego del agregado de 
isobutanol, se recuperó la proteína en la interfase desarrollada entre la fase acuosa 
y la fase de isobutanol. Esto indica que DomIIIHFB particiona a la fase rica en 
surfactante del ATPS. 
 La recuperación de DomIIIHFB de la interfase aumentó la pureza de la misma, dado 
que en la fase acuosa 2 se observa la presencia de proteínas contaminantes que 
hubieran disminuido la pureza de DomIIIHFB si la misma hubiera particionado a esta 
fase. 
  Los mejores resultados se obtuvieron utilizando un 2% de Tritón X-114, condición 
con la que se alcanzó una pureza superior al 80% con un rendimiento del 73%, 
recuperándose 3,3 mg de DomIIIHFB por gramo de larva. 
 El hecho de que se haya obtenido una pureza tan alta en un único paso de 
purificación, sin la necesidad de realizar un acondicionamiento previo de la 
muestra, hace de esta metodología una estrategia promisoria para la purificación 
de proteínas recombinantes a partir de extractos de larvas de insectos. 
 La proteína purificada fue identificada por espectrometría de masa, 
correspondiéndose con la versión procesada (sin el péptido señal) de DomIIIHFB. 
 Con respecto a EtHFB, no fue posible aplicar esta estrategia de purificación dado 
que o no fue expresada en larvas o, basándonos en los resultados anteriores, no fue 
eficientemente extraída. 
Se determinó que DomIII (sin el tag de Hidrofobina) particiona principalmente a la fase 
acuosa del ATPS, lo que indica que es HFB la que dirige a DomIIIHFB a la fase rica en 
surfactante del ATPS. 
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Del análisis del proceso global podemos concluir que la expresión y purificación de 
DomIIIHFB utilizando larvas de Rachiplusia nu resulta una excelente plataforma para la 
obtención del antígeno recombinante en altos niveles y a bajo costo. Por lo tanto, se 
continuó trabajando con DomIIIHFB obtenido en larvas y purificada por ATPS con Tritón 
X-114 al 2%.   
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Capítulo 3: Desarrollo de un enzimoinmunoensayo diagnóstico 
 
1 Introducción 
La infección por el virus del dengue puede presentar un amplio espectro de síntomas 
clínicos, que incluye manifestaciones graves y no graves, e incluso puede cursar de 
manera asintomática. Después de un período de incubación, que puede durar de 4 a 10 
días, la enfermedad comienza abruptamente y pasa por tres fases: febril, crítica y de 
recuperación (Fig. 57) [102].  
 
Figura 57. Dengue, curso de la enfermedad. Tomado de Dengue: guías para la atención de enfermos en la Región 
de las Américas, segunda edición. Organización Panamericana de la Salud 2016.   
Un caso sospechoso de dengue se define, para una persona que vive o ha viajado en los 
últimos 14 días a una zona con transmisión de dengue, como la presencia de fiebre 
aguda (de 2 a 7 días de duración) y dos a más de las siguientes manifestaciones: 
- Náuseas, vómitos 
- Exantema 
- Mialgia, artralgia 
- Cefalea, dolor retroorbitario 
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- Petequias o prueba del torniquete positiva 
- Leucopenia 
Estos síntomas son inespecíficos y pueden presentarse en otras patologías o infecciones 
como la gripe, sarampión, fiebre chikungunya, mononucleosis infectiva, rubéola, entre 
otros. Por lo tanto, las pruebas de laboratorio resultan fundamentales para la 
confirmación del diagnóstico.  
1.1 Métodos para el diagnóstico de dengue 
La infección por el virus del dengue puede detectarse en el laboratorio por métodos 
directos o por métodos indirectos.  Los métodos directos incluyen la detección del virus 
o sus componentes (ARN o proteínas) y pueden llevarse a cabo durante los primeros 
días desde el comienzo de los síntomas (días 1 al 5 desde el comienzo de la fiebre), que 
corresponde al periodo de viremia. Los métodos indirectos consisten en la detección de 
la respuesta del organismo a la infección por el virus, e incluyen la detección de IgM e 
IgG anti-dengue. Diferentes patrones de inmunoglobulinas se observan dependiendo de 
si se trata de una infección primaria o secundaria. En las infecciones primarias, los 
anticuerpos de tipo IgM se encuentran a partir del día 5 desde el comienzo de la 
enfermedad y los de tipo IgG a partir del día 10-15.  Cuando se trata de una infección 
secundaria, los anticuerpos de tipo IgM aparecen antes y en títulos menores, mientras 
que los de tipo IgG, que estaban presentes de la infección anterior, aumentan su título 
rápidamente [103]. 
1.1.1 Métodos directos 
Aislamiento del virus: la forma más difundida de aislar el virus consiste en la inoculación 
de células de mosquito en cultivo de la línea C6/36 y la posterior detección del virus por 
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales específicos para cada 
serotipo. La inoculación intratorácica de mosquitos y la inoculación de larvas de 
mosquitos son métodos más sensibles, pero no son los más utilizados en la práctica 
clínica debido a su complejidad. El aislamiento viral constituye la prueba de oro, ya que, 
de ser positiva, constituye una prueba específica e inequívoca de la presencia y 
viabilidad del virus. Sin embargo, estas técnicas son laboriosas y no suficientemente 
sensibles para ser utilizadas ampliamente en la práctica clínica [104]. 
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Detección del genoma viral: el genoma del virus del dengue es de ARN, por lo tanto, para 
su detección se utiliza la técnica de RT-PCR (PCR con retrotranscriptasa inversa). Debido 
a la alta sensibilidad de esta técnica, la RT-PCR se ha convertido en el método de elección 
para la detección del virus del dengue en suero de pacientes obtenidos durante la fase 
aguda de la enfermedad (días 0 al 5 desde el comienzo de los síntomas) [105]. Esta 
metodología presenta en general una sensibilidad del 80-90 % y una especificidad de 
aproximadamente el 100% y permite determinar el serotipo viral [106]. 
Detección de antígenos: dado que el antígeno NS1 es un marcador de la replicación y se 
encuentra en suero en la etapa aguda de la enfermedad, su detección por ELISA o por 
inmunocromatografía permite hacer un diagnóstico temprano y específico de dengue, 
antes del desarrollo de los anticuerpos. Esta metodología presenta sensibilidades 
variables (entre 48% y 93%), que dependen del fabricante del reactivo diagnóstico, día 
de toma de la muestra, serotipo viral, entre otros [107]. 
El desarrollo de técnicas para la detección del genoma viral por RT-PCR y para la 
detección del antígeno NS1 por ELISA permitieron acelerar el diagnóstico de dengue. Sin 
embargo, resultados negativos obtenidos con estas pruebas no descartan la infección 
por dengue, teniendo que recurrir a pruebas serológicas para la detección de 
anticuerpos específicos para su estudio. 
1.1.2 Métodos indirectos 
Los métodos indirectos consisten en la detección de inmunoglobulinas anti-dengue en 
el suero de pacientes y son ampliamente utilizados por su simplicidad y disponibilidad 
en la mayoría de los laboratorios. Son útiles cuando la muestra se obtiene a partir del 4° 
día de iniciado los síntomas y cuando los métodos directos arrojan resultados negativos. 
Detección de IgM: La detección de anticuerpos IgM en sueros de pacientes es el 
marcador de infección reciente más frecuentemente utilizado. La técnica más 
ampliamente difundida para este fin es el ELISA de captura o MAC-ELISA, prueba sencilla 
y rápida. Se requiere sólo una muestra de suero y sirve para confirmar una infección 
primaria o realizar vigilancia epidemiológica. En el caso de infecciones secundarias, esta 
metodología tiene baja sensibilidad dado que el título de IgM anti-dengue es bajo [108-
110].  
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Detección de IgG: La presencia de anticuerpos de tipo IgG en el suero es indicativa de 
infección pasada. Sin embargo, la detección de IgG en muestras pareadas de suero 
permite diferenciar entre una infección primaria y secundaria. En este sentido, la 
seroconversión detectada en muestras de suero obtenidas con 7 o más días de 
diferencia (primera muestra de la fase aguda de la enfermedad y segunda muestra de la 
fase convaleciente) indica que se está cursando una infección primaria, mientras que el 
incremento de cuatro o más veces en el título de anticuerpos en un suero pareado 
obtenido de un caso clínicamente sospechoso de dengue indica infección secundaria. 
Por lo tanto, la detección de IgG es de suma utilidad en los casos de infecciones 
secundarias que no muestran niveles detectables de anticuerpos IgM. La técnica más 
difundida en la práctica clínica para la determinación de anticuerpos IgG es el ELISA 
[104]. La técnica de neutralización por reducción del número de placas (PNRT por sus 
siglas en inglés, Plaque Reduction Neutralization Test) es la técnica serológica más 
específica para la detección de IgG y permite la serotipificación a partir de muestras de 
sueros de la etapa convaleciente de la enfermedad. Sin embargo, es una técnica muy 
compleja que involucra la manipulación de los virus y la utilización de cultivos celulares, 
por lo tanto, sólo está disponible en laboratorios de referencia [111].  
1.1.3 Reactividad cruzada 
En la actualidad, muchos países de América presentan circulación simultanea de varios 
flavivirus, entre los que podemos nombrar al dengue y al zika. Dado que los síntomas 
desarrollados durante estas infecciones son similares (fiebre, rash cutáneo, dolores 
musculares y articulares), se requieren de pruebas de laboratorio para confirmar el 
diagnóstico. Sin embargo, los anticuerpos generados contra los distintos flavivirus 
suelen presentar reactividad cruzada hecho que dificulta aún más el diganóstico. Por lo 
tanto, cuando un paciente presenta sintomatología compatible con la infección por 
flavivirus y vive o ha estado en un lugar donde circula más de un flavivirus, se 
recomienda utilizar técnicas diagnósticas de tipo molecular (RT-PCR). En el caso de que 
el diagnóstico molecular arroje resultados negativos, por ejemplo por tratarse de una 
muestra de la etapa convaleciente, se pueden detectar anticuerpos de tipo IgM por 
ELISA, pero un resultado positivo deberá confirmarse por un ensayo de neutralización 
debido a la reactividad cruzada que presentan los enzimoinmunoensayos [112]. 
128 
 
La reactividad cruzada que presentan los enzimoinmunoensayos, tanto para la 
detección de IgM como para la detección de IgG, deriva del hecho de que los antígenos 
utilizados para la detección de los anticuerpos provienen, en la mayoría de los ensayos 
disponibles en el mercado, del virus total inactivado. El hecho de que los distintos 
flavivirus presenten semejanzas de tipo estructural, resulta en una baja especificidad 
para discriminar entre ellos cuando se utilizan antígenos provenientes del virus entero. 
El uso de esta fuente de antígenos además de afectar negativamente la especificidad del 
ensayo, aumenta su costo debido a la infraestructura que se requiere para la 
manipulación del virus en el laboratorio por el riesgo biológico que esta actividad 
conlleva [113]. Por otro lado, los pocos inmunoensayos disponibles en el mercado que 
utilizan un antígeno recombinante en lugar del virus entero, son demasiado costosos 
por obtener los antígenos utilizando sistemas de expresión complejos. Por lo tanto, la 
producción de un antígeno de manera recombinante utilizando una plataforma de bajo 
costo, evitando de esta manera la manipulación del virus entero y aumentando la 
especificidad del ensayo, resulta una alternativa sumamente atractiva [34, 38]. En este 
sentido, la producción del DomIII en larvas de insectos y su purificación por medio de 
sistemas de dos fases acuosas resultan una plataforma de bajo costo. En este capítulo 
se estudiará la utilidad de este antígeno para el desarrollo de un inmunoensayo para la 
detección de IgG anti-dengue. 
1.2 Hidrofobinas y su empleo en el diseño de reactivos de diagnóstico 
La inmovilización de proteínas en soportes es un factor clave para el desarrollo de 
reactivos de diagnóstico, biosensores y biocatalizadores inmovilizados. Los métodos de 
inmovilización más empleados son la inmovilización por adsorción y por enlaces 
covalentes. Los métodos basados en la adsorción son más suaves ya que la unión entre 
la proteína y el soporte ocurre por interacciones químicas débiles, lo que permite una 
alta retención de proteína y/o enzima que mantiene su actividad biológica. Por otro 
lado, si bien la inmovilización por enlaces covalentes es más drástica y puede llevar a la 
inactivación de la proteína y/o enzima, permite mayor estabilidad operacional. Es 
importante considerar que el proceso de inmovilización por enlaces covalentes se ve 
encarecido por la necesidad de utilizar reactivos para realizar el entrecruzamiento entre 
el soporte y la proteína, lo que además agrega una etapa más al proceso de 
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inmovilización. Uno de los inconvenientes que presentan los métodos de inmovilización 
mencionados es la dificultad de orientar en forma correcta la proteína a inmovilizar. En 
el caso particular del empleo de antígenos para el diseño de reactivos de diagnóstico, es 
importante que los dominios inmunogénicos queden expuestos en la superficie del 
soporte para que puedan ser reconocidos por los anticuerpos presentes en el suero a 
analizar. 
Por las propiedades físico-químicas que presentan las hidrofobinas en solución acuosa, 
al ser incubabas en presencia de un soporte hidrofóbico son capaces de generar una 
membrana anfipática sobre la superficie del mismo, donde los dominios hidrofóbicos de 
la proteína interaccionan fuertemente con la superficie hidrofóbica y los dominios 
hidrofílicos queden expuestos, convirtiendo el soporte en una superficie humectable. 
Asimismo, las hidrofobinas pueden generar el efecto opuesto sobre una superficie 
hidrofílica, convirtiéndola en hidrofóbica [114]. La adsorción de las hidrofobinas a la 
superficie es espontánea y fuerte, de forma tal que una proteína, enzima o antígeno 
fusionado a ella puede ser retenido en la superficie de un soporte en un paso sencillo, 
sin sufrir desnaturalización y quedando orientada hacia el medio hidrofílico en forma 
correcta. Esta metodología permite obtener una alta densidad de antígeno unido al 
soporte y, además, permite trabajar con la proteína de fusión purificada, parcialmente 
purificada o con extractos crudos, bajando así los costos de producción [28, 115]. Por 
otro lado, los materiales empleados como soportes suelen ser superficies silanizadas 
recubiertos con esqueletos hidrocarbonados, prolipropilenos, poliestirenos y teflón, 
materiales de uso común en el diseño de reactivos de diagnóstico [116]. 
2 Hipótesis y objetivos específicos 
Hipótesis 3. Las proteínas producidas y purificadas utilizando el sistema integrado 
propuesto pueden ser utilizadas como antígenos para el desarrollo de reactivos de 
diagnóstico para dengue. Los antígenos fusionados a HFB se inmovilizan en forma más 
eficiente en placas de poliestireno que sus contrapartes no fusionadas. 
Objetivo específico 3: Desarrollo de un enzimoinmunoensayo de tipo indirecto para la 
detección de inmunoglobulinas anti-dengue.  
Para llevar a cabo el objetivo específico 3 se plantea: 
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- evaluar la capacidad de los antígenos fusionados a HFB de ser inmovilizados en 
diferentes tipos de soportes sólidos, en comparación con los antígenos no 
fusionados. 
- comparar el desempeño del reactivo desarrollado en el laboratorio con un 
reactivo comercial de similares características. 
Hipótesis 4. El enzimoinmunoensayo desarrollado permite detectar eficientemente 
anticuerpos contra el virus del dengue serotipo 2 en sueros de pacientes infectados. 
Además, permite detectar los demás serotipos 1, 3 y 4 del virus del dengue y 
presentando menor reactividad cruzada con flavivirus relacionados que aquellos 
reactivos que utilizan antígenos del virus completo. 
Objetivo específico 4: Evaluación la capacidad del reactivo de diagnóstico desarrollado 
de reconocer anticuerpos contra los distintos serotipos del virus del dengue en sueros 
de pacientes infectados.  
Para llevar a cabo el objetivo específico 4 se plantea: 
- Enfrentar los antígenos inmovilizados a sueros de pacientes infectados con los 
distintos serotipos del virus del dengue y se evaluar la capacidad del 
enzimoinmunoensayo de detectar inmunoglobulinas contra todos los serotipos. 
- Evaluar la especificidad del método desarrollado ensayando sueros de pacientes 
infectados con otros flavivirus.  
3 Materiales y métodos 
3.1 Inmovilización del antígeno 
Se trabajó con el antígeno expresado en larvas de R. nu y purificado por ATPS utilizando 
una concentración de Tritón X-114 del 2%. Se realizaron diluciones del mismo en buffer 
PBS en concentraciones comprendidas entre 0,1 a 50 µg/ml, se agregaron 50 µl/pocillo 
de cada dilución a una placa multipocillo y se incubó durante toda la noche a 4°C para 
su inmovilización. Se ensayó la inmovilización a tres tipos de placas multipocillo: placas 
de poliestireno sin ningún tratamiento en su superficie (Nunc), placas de poliestireno 
con un tratamiento en su superficie que aumenta la adsorción de proteínas tanto 
hidrofílicas como hidrofóbicas (Maxisorp, Nunc) y placas de poliestireno con un 
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tratamiento en su superficie que favorece la adsorción de proteínas hidrofóbicas 
(Polysorp, Nunc). Se realizaron 3 lavados con buffer PBS y se bloqueó agregando 200 
µl/pocillo de una solución de PBS con 3% de leche descremada e incubando durante 1,5 
h a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados con buffer PBS + Tween 0,05%, se 
agregaron 50 µl/pocillo del suero policlonal de conejo anti-Dengue Virus 1+2+3+4 
antibody (Abcam) y se incubó durante 1 h a 37°C. Las diluciones del suero ensayadas 
fueron 1/500; 1/200; 1/100 y 1/50. Se realizaron nuevamente 5 lavados con buffer PBS 
+ Tween 0,05%, se agregaron 50 µl/pocillo del anticuerpo conjugado Peroxidase-
conjugated AffiniPure Mouse anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch) y se incubó 
durante 1 h a temperatura ambiente. Las diluciones del anticuerpo conjugado 
ensayadas fueron 1/4000 y 1/2000. Se realizaron 4 lavados con buffer PBS + Tween 
0,05% y un último lavado con buffer PBS. La presencia de los anticuerpos se reveló 
agregando 100 µl/pocillo del reactivo TMB single solution (Life technologies), se incubó 
durante 20 minutos a temperatura ambiente y luego se frenó la reacción agregando 100 
µl/pocillo de H2SO4 0,18 M. La lectura de la absorbancia desarrollada se midió utilizando 
el equipo ELISA EZ Read 400 Microplate Reader (Biochrom, UK) a una longitud de onda 
de 450 nm, utilizando como longitud de onda de referencia 620 nm.  
Como control de matriz, se sensibilizaron pocillos con las proteínas obtenidas en la 
interfase luego de realizado el proceso de purificación sobre el extracto de una larva 
infectada con AcGFPHFB, en las mismas diluciones que las realizadas para DomIIIHFB. 
Por otro lado, se sensibilizaron pocillos con el antígeno comercial DomIII que carece del 
tag de HFB (15 kDa, Prospec) en las mismas concentraciones molares que las ensayadas 
para DomIIIHFB. También se realizó un ensayo sensibilizando las placas con el antígeno 
sin purificar, es decir, con un extracto total de larvas obtenido con buffer PBS sin diluir 
y con 7 diluciones seriadas al medio del mismo.  
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se muestras como 
la media ± el desvío estándar.  
3.2 Comparación del desempeño frente a un reactivo comercial 
Se analizaron diferentes muestras (controles positivos y negativos incluidos en el kit 
comercial y sueros de pacientes) tanto con placas de poliestireno sensibilizadas con 
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DomIIIHFB en una concentración de 6,25 µg/ml, como con un reactivo de similares 
características adquirido comercialmente (DRG Dengue Virus IgG Enzyme Immunoassay 
Kit, DRG), siguiendo el protocolo recomendados por el fabricante, con el objetivo de 
comparar los resultados obtenidos con ambas placas. El reactivo adquirido 
comercialmente consiste en una placa de poliestireno sensibilizada con antígenos del 
virus del dengue serotipo 2 obtenidos a partir de un cultivo del virus en células.  
3.3 Detección de IgG en sueros de pacientes 
Se ensayó la detección de IgG anti-dengue en suero de pacientes utilizando para ello 
placas de poliestireno sensibilizadas con DomIIIHFB, siguiendo el protocolo descripto en 
la sección 3.1 del presente capítulo con las modificaciones que se describen a 
continuación. Se sensibilizaron las placas con DomIIIHFB en una concentración de 6,25 
y 12,25 µg/ml. Como anticuerpo primario se utilizaron los sueros de pacientes en 
dilución 1/100. Como anticuerpo conjugado se utilizó un suero de cabra anti-IgG 
humana conjugado con peroxidasa (EMD Millipore Corporation) en dilución 1/1200; 
1/1000 y 1/600. Los volúmenes, tiempos y temperaturas de incubación no se 
modificaron, tampoco los pasos de bloqueo, lavados y revelado. El diseño del 
inmunoensayo se muestra en la figura 58. 
 
Figura 58. Esquema del diseño del enzimoinmunoensayo desarrollado. 
Los sueros de pacientes con los que se trabajó fueron cedidos por la bioquímica María 
Alejandra Morales responsable del Laboratorio de Arbovirus, Centro Nacional de 
Referencia para diagnóstico de dengue y otros arbovirus del Instituto Nacional de 
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enfermedades virales humanas (INEVH) “Dr. Julio I. Maiztegui”-ANLIS, Pergamino. Los 
sueros positivos y negativos fueron determinados en el Instituto Maiztegui por el 
método de neutralización por reducción del número de placas realizado con un panel 
de virus que incluye el virus del Nilo occidental (WNV, cepa ChimeriVax TM WNV), el 
virus de la encefalitis de San Luis (SLEV, cepa ChimeriVax TM SLEV), DENV-1 (cepa 
Hawaii), DENV-2 (cepa NGC), DENV-3 (cepa H87), DENV-4 (cepa H241) y el virus de la 
Fiebre Amarilla (YFV, cepa vacunal 17D-YEL). Se ensayaron sueros pareados que poseían 
anticuerpos neutralizantes que mostraron reacción monotípica en el ensayo. En la tabla 
9 se muestran los resultados del ensayo de neutralización. 
Tabla 9. Resultado del ensayo de neutralización. Los valores indican el título alcanzado para cada muestra.  
 
El cut off del ensayo se determinó como la media + 3 desvíos estándar de muestras 
negativas. 
Se utilizaron también sueros de pacientes positivos para el virus de la encefalitis de San 
Luis (SLEV) cedidos por la Dra. Alicia Mistchenko, jefa del Laboratorio de Virología del 
Hospital de Niños Ricardo Gutiérrez (Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina).   
4 Resultados y discusión 
4.1 Inmovilización del antígeno 
Con el objetivo de desarrollar un enzimoinmunoensayo de tipo indirecto para el 
diagnóstico de dengue (ELISA indirecto), se evaluó en primera instancia la inmovilización 
de DomIIIHFB a placas multipocillo de tipo Maxisorp (Nunc). Estas placas presentan una 
máxima capacidad para la adsorción para proteínas tanto hidrofílicas como hidrofóbicas. 
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Se ensayaron concentraciones del antígeno recombinante entre 0,1 y 50 µg/ml y la 
detección del antígeno inmovilizado se realizó con un suero policlonal de conejo anti-
dengue en una dilución 1/500 y con un anticuerpo conjugado anti-inmunoglobulinas de 
conejo en dos diluciones, 1/4000 y 1/2000.  Los resultados obtenidos se muestran en el 
gráfico de la figura 59. 
 
Figura 59. Inmovilización de DomIIIHFB en placas multipocillo Maxisorp (Nunc). Las concentraciones de antígeno 
ensayadas para la inmovilización fueron 0,1; 0,4; 1,6; 3,1; 6,3; 12,5; 25 y 50 µg/ml. El antígeno inmovilizado se 
detectó con un suero policlonal de conejo anti-dengue (Abcam) en una dilución 1/500 y con un anticuerpo 
conjugado con peroxidasa anti-inmunoglobulinas de conejo (Jackson ImmunoResearch) en diluciones 1/4000 (▪) y 
1/2000(•). Ag: antígeno. DO: densidad óptica. 
Se vio que la señal obtenida aumentó con el aumento de la concentración de DomIIIHFB 
utilizada en la inmovilización hasta la concentración de 12,5 µg/ml, concentración a 
partir de la cual la señal disminuyó. Estos resultados se observaron tanto para la dilución 
de conjugado 1/4000 como 1/2000. Este comportamiento puede deberse a la presencia 
de SDS en la muestra, dado que al quedar el antígeno en la interfase luego del proceso 
de purificación, fue necesario agregar un 1% de SDS al buffer que se utilizó para 
resuspenderlo. Si bien al diluirse la muestra para alcanzar las concentraciones utilizadas 
para la sensibilización se diluye también el SDS, puede ser que en las muestras menos 
diluidas la concentración de SDS haya afectado negativamente la inmovilización del 
antígeno al pocillo. Por otro lado, esta disminución en la señal obtenida a altas 
concentraciones de antígeno puede deberse al efecto conocido como efecto “gancho” 
(efecto Hook en inglés). Según este efecto, la máxima señal se obtiene cuando la 
concentración de antígeno es tal que forma una monocapa. Cuando se supera dicha 
concentración, se forman capas de antígenos unidos débilmente que pueden perderse 
con los lavados y con ellos los anticuerpos que se han unido. 
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Dado que las señales obtenidas fueron bajas, se decidió seguir trabajando con el 
anticuerpo conjugado en una dilución 1/2000, condición con la que se obtuvieron 
mayores señales, y aumentar la concentración del suero anti-dengue para mejorar las 
señales. Por lo tanto, en un segundo ensayo se probaron diluciones 1/100 y 1/200 de 
suero anti-dengue. En este ensayo se utilizaron placas multipocillo Maxisorp y Polysorp. 
Las placas Polysorp son placas de poliestireno que poseen un tratamiento en su 
superficie que favorece la adsorción de proteínas hidrofóbicas. Los resultados obtenidos 
con ambas placas se muestran en los gráficos de la figura 60.  
 
Figura 60. Inmovilización de DomIIIHFB en placas Maxisorp y Polysorp. Las concentraciones de antígeno 
ensayadas para la inmovilización fueron 0,4; 0,8; 1,6; 3,1; 6,3; 12,5; 25 y 50 µg/ml. El antígeno inmovilizado se 
detectó con un suero policlonal de conejo anti-dengue (Abcam) en dilución 1/100 (•) y 1/200(▪) y con un 
anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-inmunoglobulinas de conejo (Jackson ImmunoResearch) en dilución 
1/2000. En el gráfico Maxisorp vs Polysorp se comparan los resultados obtenidos con el suero anti-dengue 
1/100.Ag: antígeno. DO: densidad óptica. 
En el caso de la placa Maxisorp, se observó que a pesar de aumentar la concentración 
de suero anti-dengue, las señales obtenidas no aumentaron. Por el contrario, cuando se 
inmovilizó el antígeno en la placa Polysorp se observó un aumento en la señal al utilizar 
la dilución de suero 1/100 en comparación con la dilución 1/200. A su vez, las señales 
obtenidas en esta placa fueron mayores que las obtenidas en la placa Maxisorp cuando 
se utilizó la dilución de suero 1/100 (Figura 60, gráfico Maxisorp vs Polysorp). Esto puede 
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deberse a la capacidad que posee HFB de interaccionar espontáneamente con 
superficies hidrofóbicas, de manera que el antígeno inmovilizado queda orientado hacia 
el medio de reacción y por lo tanto accesible para la interacción con los anticuerpos, a 
diferencia de lo que ocurre con las placas Maxisorp en las que el antígeno no se 
inmoviliza de manera orientada, quedando en algunos casos epítopes inaccesibles [28]. 
Esto explicaría las menores señales obtenidas con las placas Maxisorp cuando la 
inmovilización se realizó a igual concentración de antígeno que en las placas Polysorp. 
En esta instancia decidimos seguir trabajando con las placas Polysorp. A su vez, 
estudiamos la inmovilización de DomIIIHFB en placas de poliestireno sin ningún 
tratamiento en su superficie. La superficie de estas placas es hidrofóbica y son más 
económicas que las placas Polysorp (las placas Polysorp cuestan el doble que las de 
poliestireno sin tratamiento). En ambos casos, comparamos la inmovilización de 
DomIIIHFB con la de DomIII sin el tag de HFB (Prospec) con el objetivo de estudiar si la 
presencia de HFB influye en la adsorción del antígeno a las superficies hidrofóbicas.  
 
Figura 61. Inmovilización de DomIIIHFB y DomIII en placas Polysorp y de poliestireno. Las concentraciones de 
antígeno ensayadas para la inmovilización fueron 68; 135; 270 y 540 nM correspondientes a 1,6; 3,1; 6,3; 12,5 
µg/ml de DomIIIHFB. El antígeno inmovilizado se detectó con un suero policlonal de conejo anti-dengue (Abcam) 
en dilución 1/50 y con un anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-inmunoglobulinas de conejo (Jackson 
ImmunoResearch) en dilución 1/2000. En el gráfico Maxisorp vs Polysorp se comparan los resultados obtenidos 
para DomIIIHFB. Ag: antígeno. DO: densidad óptica.  
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Dado que el peso molecular de DomIIIHFB es de 23 kDa y el de DomIII de 15, para poder 
comparar entre los dos antígenos se utilizaron cantidades equimolares de ambos. Por lo 
tanto, se ensayaron concentraciones nanomolares de 68; 135; 270 y 540, que se 
corresponden con concentraciones de DomIIIHFB de 1,6; 3,1; 6,3 y 12,5 µg/ml. Los 
resultados obtenidos se muestran en la figura 61. 
En este ensayo se obtuvieron señales más altas que en el ensayo anterior dado que se 
utilizó una dilución de suero anti-dengue 1/50. Como puede verse en el gráfico Polysorp 
vs Poliestireno, que compara los resultados obtenidos en ambas placas, la inmovilización 
de DomIIIHFB fue igual de eficiente en los dos tipos de placas. Dado que las placas de 
poliestireno sin tratamiento en su superficie son más económicas que las placas de tipo 
Polysorp, se eligieron estas para continuar trabajando en el desarrollo del 
inmunoensayo. En estas placas, la máxima señal se obtuvo cuando las placas se 
sensibilizaron con una concentración de antígeno 270 nM, que para DomIIIHFB se 
corresponde con 6,3 µg/ml, por lo tanto, se seleccionó esta concentración para la 
sensibilización de las placas en experimentos posteriores. En estas condiciones y 
considerando que se utilizan 50 µl de la dilución del antígeno por pocillo en la 
sensibilización, con la cantidad de antígeno purificado que se recupera a partir de una 
larva (656 µg) se pueden sensibilizar 22 placas de 96 pocillos (Fig. 62). 
 
Figura 62. Esquema del rendimiento obtenido a partir de una larva. Con la cantidad de DomIIIHFB purificado 
obtenido de una larva se pueden sensibilizar 22 placas de 96 pocillos. Ag: antígeno (DomIIIHFB).  
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Al analizar los resultados obtenidos para DomIII (sin tag de HFB, Prospec), se vio que su 
inmovilización no fue eficiente en ninguna de las placas ensayadas. Este hecho indica 
que HFB estaría favoreciendo la adsorción de DomIIIHFB a las superficies hidrofóbicas 
de la placa Polysorp y de la placa sin tratamiento. Para apoyar este resultado, se estudió 
la inmovilización de DomIII a placas Maxisorp, cuya superficie tratada favorece la 
adsorción de proteínas hidrofílicas, y se vio que en esta superficie DomIII se adsorbió 
eficientemente (Fig. 63).  
 
Figura 63. Inmovilización de DomIII (Prospec) en placas Maxisorp (Nunc). Las concentraciones de DomIII 
ensayadas fueron 68; 135; 270 y 540 nM. El antígeno inmovilizado se detectó con un suero policlonal de conejo 
anti-dengue (Abcam) en dilución 1/50 y con un anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-inmunoglobulinas de 
conejo (Jackson ImmunoResearch) en dilución 1/2000. Ag: antígeno. DO: densidad óptica.  
Por lo tanto, concluimos que la presencia de HFB en DomIIIHFB favorece la adsorción de 
la misma a placas cuyas superficies son hidrofóbicas. Se continuó trabajando con placas 
de poliestireno sin tratamiento en su superficie sensibilizadas con DomIIIHFB en 
concentración 6,3 µg/ml. 
Debido a que se vio esta interacción entre HFB y las superficies hidrofóbicas y no se 
observó el mismo comportamiento para DomIII que es una proteína hidrofílica, 
ensayamos la inmovilización de DomIIIHFB desde un extracto crudo de larva (sin 
purificar) obtenido con el buffer PBS, con el objetivo de estudiar si era posible 
inmovilizar el antígeno a partir del extracto crudo sin necesidad de purificar la proteína 
recombinante. Para ello, se sensibilizaron pocillos de una placa de poliestireno con el 
extracto crudo sin diluir (dilución 0) y con 7 diluciones seriadas al medio del mismo 
(diluciones 1-7). En paralelo, se realizó el mismo procedimiento con un extracto total 
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obtenido de una larva infectada con AcGFPHFB, que se tomó como control negativo. Los 
resultados obtenidos se muestran en la figura 64.  
 
Figura 64. Sensibilización de placas de poliestireno con extractos crudos de larvas. La sensibilización se realizó con 
un extracto total obtenido con buffer PBS de una larva infectada con AcDomIIIHFB (DomIIIHFB) y de una larva 
infectada con AcGFPHFB (C. negativo) sin diluir (dilución 0) y con 7 diluciones seriadas al medio (dilución 1-7). La 
detección se realizó con suero anti-dengue en dilución 1/100 y anticuerpo conjugado 1/200. DO: densidad óptica.  
Se obtuvieron señales altas tanto para el extracto obtenido de una larva infectada con 
DomIIIHFB como para el extracto de una larva control infectada con AcGFPHFB, en todas 
las diluciones ensayadas, lo que indica que las señales observadas corresponden a 
interacciones inespecíficas del suero con proteínas presentes en el extracto diferentes 
a DomIIIHFB que quedan inmovilizadas en la placa.  
Por lo tanto, concluimos que es necesario purificar DomIIIHFB previo a su inmovilización, 
por lo que continuamos trabajando en las condiciones establecidas previamente.   
4.2 Comparación del desempeño frente a un reactivo comercial 
El reactivo DRG Dengue Virus IgG ELISA de la empresa DRG Diagnostics es un reactivo 
comercial que se utiliza para la detección de IgG anti-dengue en suero de pacientes. 
Consiste en una placa de poliestireno (no se indica tipo de placa) sensibilizada con 
antígenos totales del virus del dengue serotipo 2, la cual se incuba con el suero del 
paciente en estudio en una dilución 1/100 y luego, la presencia de anticuerpos en el 
suero se revela con un anticuerpo anti-IgG conjugado con peroxidasa. El reactivo incluye 
un control positivo y un control negativo, por lo tanto, decidimos comparar los 
resultados obtenidos al ensayar estos controles con las placas desarrolladas en el 
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laboratorio (reactivo in house) y con el reactivo comercial, antes de empezar a trabajar 
con sueros de pacientes. 
Se utilizaron las placas de poliestireno sensibilizadas con DomIIIHFB en concentración 
6,3 µg/ml, las placas incluidas en el kit comercial y el resto de los reactivos incluidos en 
el kit, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Los resultados obtenidos 
se muestran en la figura 65.  
 
Figura 65. Comparación entre reactivo desarrollado en el laboratorio (in house) y reactivo comercial. Se ensayó 
un control negativo (C. negativo) y un control positivo (C. positivo) con las placas desarrolladas en el laboratorio y 
con las incluidas en el reactivo comercial. DO: densidad óptica. 
Los criterios de performance establecidos en el QC-data sheet del reactivo comercial 
establecen que el control negativo debe dar lecturas de DO menores a 0,20 y el control 
positivo lecturas de DO entre 0,65 y 3,00. Estos criterios se cumplieron tanto para el 
reactivo comercial, lo que valida los resultados obtenidos, como para la placa 
desarrollada en el laboratorio, obteniéndose valores muy similares con ambas placas. El 
hecho de que el control positivo haya dado lo esperado con la placa desarrollada en el 
laboratorio, nos permite concluir que el antígeno obtenido en larvas e inmovilizado en 
las placas es capaz de ser reconocido por anticuerpos IgG anti-dengue humanos y que 
este reconocimiento resultó equivalente al obtenido para los antígenos inmovilizados 
en el reactivo comercial. Por otro lado, que el control negativo haya dado lo esperado 
significa que la señal observada para el control positivo no es inespecífica y, por lo tanto, 
es debida al reconocimiento del antígeno inmovilizado por parte de anticuerpos anti-
dengue. Dado que estos resultados resultaron alentadores, se continuó con el desarrollo 
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del reactivo diagnóstico, ensayando sueros obtenidos de pacientes infectados con el 
virus del dengue. 
4.3 Detección de IgG en suero de pacientes 
Para le detección de IgG anti-dengue presentes en el suero de pacientes utilizando la 
placa desarrollada en el laboratorio es necesario contar con un anticuerpo conjugado 
anti-IgG humana. Para ello, utilizamos el anticuerpo Goat anti-human IgG (ϒ) Gamma 
chain HRP conjugated secondary antibody de Millipore, que reacciona con la cadena 
pesada de la IgG aumentando la especificidad por esta inmunoglobulina.  
Se realizó un primer ensayo para poner a punto la dilución del anticuerpo conjugado. 
Para ello, se ensayó la detección del control positivo del reactivo comercial en las placas 
sensibilizadas con DomIIIHFB con dos diluciones del anticuerpo conjugado, 1/3000 
(dilución recomendado por el fabricante) y 1/1500. Como control, se utilizó el 
anticuerpo conjugado provisto en el reactivo comercial. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 66.  
 
Figura 66. Puesta a punto de la concentración de anticuerpo conjugado anti-IgG humana. Se ensayó como 
anticuerpo primario el control positivo (C+) y el control negativo (C-) provistos en el kit comercial y dos 
concentraciones de anticuerpo conjugado: 1/3000 y 1/1500. Se utilizó como control positivo el anticuerpo 
conjugado provisto en el kit comercial (Rvo comercial). DO: densidad óptica.  
El anticuerpo conjugado ensayado reconoció el control positivo del reactivo comercial, 
obteniéndose señales mayores con la dilución 1/1500. Las señales obtenidas para el 
control negativo en ambas concentraciones del anticuerpo conjugado resultaron 
similares y bajas, lo que indica que las señales obtenidas para el control positivo se 
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deben al reconocimiento de las IgG humanas. En comparación con el anticuerpo incluido 
en el reactivo comercial, las señales obtenidas con el anticuerpo ensayado para el 
control positivo fueron menores en las dos concentraciones probadas. Por lo tanto, de 
este ensayo concluimos que, si bien el anticuerpo conjugado reconoce las IgG humanas, 
se debe aumentar aún más su concentración para lograr obtener señales más altas y 
comparables con aquellas del reactivo comercial.  
A continuación, se realizó un ensayo con sueros de pacientes. Los sueros ensayados 
fueron provistos por el Instituto Maiztegui (Pergamino) que es centro de referencia para 
el diagnóstico de dengue a nivel nacional. Se analizaron muestras pareadas de sueros de 
pacientes que resultaron positivos para dengue por el método de neutralización por 
reducción del número de placas y serotipificados por el mismo método utilizando un 
panel de flavivirus. Se analizaron también 10 sueros negativos a partir de los cuales se 
calculó el cut off del ensayo, el cual se determinó como la media + 3 desvíos estándar. 
La dilución de los sueros ensayada fue 1/100, dilución de uso habitual en los ensayos de 
tipo ELISA para la detección de IgG y recomendada por la bioquímica María Alejandra 
Morales del instituto Maiztegui. El revelado se realizó con el anticuerpo conjugado de 
Millipore en dilución 1/1200. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 67.  
 
Figura 67. Detección de IgG anti-dengue en suero de pacientes. Se ensayaron muestras pareadas de sueros 
positivos para dengue (1°: primera muestra; 2°: segunda muestra) en una dilución 1/100. DV1/2/4: suero positivo 
en ensayo de neutralización para IgG anti-virus del dengue serotipo 1/2/4. Flavi: suero positivo en ensayo de 
neutralización para IgG anti-virus del dengue serotipo 1-4, para virus de la encefalitis de San Luis y para virus del 
Nilo occidental. DO: densidad óptica.  
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De las muestras analizadas, solo resultaron positivas aquellas correspondientes a sueros 
positivos por neutralización para IgG del virus del dengue serotipo 2 (DV2 en el gráfico) 
y levemente positivas las muestras de sueros positivos por neutralización para los 4 
serotipos del virus del dengue, para el virus de la encefalitis de San Luis y para el virus 
del Nilo occidental (Flavi en el gráfico). Este resultado preliminar indica que el 
inmunoensayo desarrollado resultó serotipo-específico, correspondiéndose el serotipo 
de IgG detectada con el serotipo del virus del antígeno expresado.  
Está reportado en la literatura que el DomIII de la proteína E del virus del dengue posee 
epítopes que generan anticuerpos serotipo-específicos, mientras que los epítopes que 
generan anticuerpos que dan reactividad cruzada entre los distintos serotipos del virus 
del dengue y con otros flavivirus se encuentran principalmente en el DomII de la 
proteína [117]. Tripathi et al. expresaron la proteína Et del DENV-3 en Pichia pastoris, la 
cual elicitó en ratones anticuerpos neutralizantes específicos para el serotipo 3 del virus 
del dengue. Estos anticuerpos estaban dirigidos contra el DomIII de Et, lo que explica la 
especificidad de serotipo observada [118]. Los mismos resultados fueron publicados 
para el serotipo 2 del virus por Mani et al. al expresar Et del DENV-2 en Pichia pastoris 
[119]. Por otro lado, Sukupolvi-Petty et al. realizaron un estudio con anticuerpos 
monoclonales sobre DomIII del DENV-2 y determinaron la presencia de epítopes que 
generan anticuerpos neutralizantes serotipo-específicos en este dominio, así como 
epítopes que generaron anticuerpos que cruzaron con algunos serotipos del virus pero 
no con todos y epítopes que generaron anticuerpos no neutralizantes que cruzaban con 
todos los serotipos del virus del dengue y con otros flavivirus [120]. Los resultados 
obtenidos por los autores citados explicarían la especificidad de serotipo observada para 
el inmunoensayo desarrollado en nuestro laboratorio. 
Se realizó un segundo ensayo con los sueros de pacientes, variando algunas condiciones 
con respecto al primer ensayo, con el objetivo de determinar si se mantiene la 
especificidad de serotipo y de esta manera confirmar los resultados obtenidos en el 
ensayo anterior. En este caso se realizó la sensibilización de las placas con dos 
concentraciones de DomIIIHFB: 6,3 µg/ml y 12,5 µg/ml, y se ensayaron dos diluciones 
del anticuerpo conjugado: 1/1000 y 1/600. Los resultados obtenidos se muestran en la 
figura 68.  
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Figura 68. Detección de IgG anti-dengue en sueros de paciente variando la concentración de DomIIIHFB en la 
sensibilización y la concentración del anticuerpo conjugado. Concentraciones de DomIIIHFB ensayadas: 6,3 µg/ml 
y 12,5 µg/ml. Diluciones de conjugado ensayadas: 1/1000 y 1/600. Se ensayaron las 2° muestras de cada par. 
DV1/2/4: suero positivo en ensayo de neutralización para IgG anti-virus del dengue serotipo 1/2/4. Flavi: suero 
positivo en ensayo de neutralización para IgG anti-virus del dengue serotipo 1-4, para virus de la encefalitis de 
San Luis y para virus del Nilo occidental. DO: densidad óptica. 
En todas las condiciones ensayadas la muestra que contiene IgG reactivas contra el virus 
del dengue serotipo 2 resultó positiva (DV2 en el gráfico) así como la muestra reactiva 
contra DV1-4, SLEV y WNV (Flavi en el gráfico). Las demás muestras resultaron negativas. 
Por lo tanto, se confirmaron los resultados obtenidos en el experimento anterior. Se 
observó un aumento en la señal con el aumento de la concentración de antígeno en la 
sensibilización y un leve aumento al aumentar la concentración del anticuerpo 
conjugado.  
Dado que la cantidad de muestras analizadas fue baja, para poder confirmar que el 
inmunoensayo desarrollado es serotipo específico, deberíamos analizar un número 
mayor de muestras. Los resultados obtenidos hasta el momento son de tipo preliminar 
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e indicarían que el inmunoensayo es específico para la detección de IgG específicas para 
el virus del dengue serotipo 2.  
Con el objetivo de comparar el reactivo desarrollado en el laboratorio con el reactivo 
comercial (DRG Dengue Virus IgG ELISA, DRG Diagnostics), se analizaron los sueros de 
pacientes con el reactivo comercial. Los resultados obtenidos se muestran en el gráfico 
de la figura 69. 
 
Figura 69. Detección de IgG en suero de pacientes con el reactivo comercial. Se ensayaron las 2° muestras de cada 
par. DV1/2/4: suero positivo en ensayo de neutralización para IgG anti-virus del dengue serotipo 1/2/4. Flavi: 
suero positivo en ensayo de neutralización para IgG anti-virus del dengue serotipo 1-4, para virus de la encefalitis 
de San Luis y para virus del Nilo occidental. DO: densidad óptica. 
Con este reactivo el suero que contiene IgG generadas contra el virus del dengue 
serotipo 1 (DV1 en el gráfico) dio positivo, aunque las señales obtenidas estuvieron muy 
cerca del valor de corte (cut off). Si observamos los resultados obtenidos con el reactivo 
desarrollado en el laboratorio (Figura 67 y 68), para esta muestra también se obtuvieron 
señales muy cercanas al valor de corte. La muestra que contenía IgG reactivas contra el 
virus del dengue serotipo 2 (DV2 en el gráfico) y aquella que contenía IgG reactivas 
contra los distintos flavivirus (Flavi en el gráfico) dieron fuertemente positivas en este 
ensayo. Con el reactivo desarrollado en nuestro laboratorio estas muestras también 
resultaron positivas. Las dos muestras que poseían IgG reactivas contra el virus del 
dengue serotipo 4 (DV4 en el gráfico) resultaron negativas tanto en este ensayo como 
con el reactivo desarrollado en el laboratorio. Por lo tanto, podemos concluir que los 
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resultados obtenidos con el reactivo desarrollado en nuestro laboratorio concuerdan 
con aquellos obtenidos con el reactivo comercial.  
Si bien el reactivo comercial está diseñado e indicado para la detección de IgG de los 
cuatro serotipos del virus del dengue e informa en su manual que posee sensibilidad y 
especificidad del 100%, con este ensayo vemos que no fue capaz de detectar IgG 
reactivas contra el virus del dengue serotipo 4. El antígeno utilizado en el reactivo 
comercial corresponde al virus del dengue serotipo 2. Esto podría explicar las altas 
señales obtenidas para las muestras reactivas contra este serotipo y las bajas señales 
desarrolladas con muestras reactivas contra los otros serotipos.  
El virus de la encefalitis de San Luis pertenece a la familia Flaviviridae y presenta similitud 
antigénica con el virus del dengue, razón por la cual puede presentar 
inmunorreactividad cruzada en pruebas serológicas de diagnóstico [121]. Por lo tanto, 
para evaluar la especificidad del ensayo desarrollado, se analizaron 7 muestras positivas 
para el virus de la encefalitis de San Luis tanto con el reactivo desarrollado en nuestro 
laboratorio (Reactivo in house) como con el reactivo comercial (DRG Diagnostic). En la 
figura 70 se muestran los resultados obtenidos.   
 
Figura 70. Análisis de sueros positivos para el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV) con el reactivo desarrollado 
en el laboratorio (in house) y con el reactivo comercial (DRG Diagnostic). SLEV 1-7: suero positivo para virus de la 
encefalitis de San Luis 1-7. DO: densidad óptica.  
Con el reactivo desarrollado en nuestro laboratorio, todas las muestras analizadas 
resultaron negativas, con señales que se encontraron muy por debajo del valor de corte. 
Por lo tanto, no se detectaron falsos positivos, siendo la especificidad del 100%. Por el 
contrario, 3 de las 7 muestras analizadas con el reactivo comercial dieron señales por 
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encima del valor de corte, resultaron falsos positivos para dengue. En este caso, la 
especificidad del ensayo resultó del 57%. Si bien se analizaron un bajo número de 
muestras para poder definir valores de especificidad, y sólo se testearon muestras 
positivas para SLEV y no para otros flavivirus, se puede ver claramente que el 
inmunoensayo desarrollado en nuestro laboratorio resultó más específico que el 
reactivo comercial. Por otro lado, al igual que lo ocurrido con la sensibilidad, en este 
caso la especificidad tampoco coincidió con la informada en el manual de reactivo 
(100%).  
Como se mencionó anteriormente, la mayor parte de los epítopes que inducen 
anticuerpos con reactividad cruzada entre los distintos serotipos del virus del dengue y 
con otros flavivirus se encuentran en el DomII de la proteína E. El reactivo comercial 
utiliza antígenos totales del virus del dengue serotipo 2 y, por lo tanto, entre ellos se 
encuentra la proteína E del virus del dengue que incluye el DomII. El reactivo 
desarrollado en nuestro laboratorio utiliza como antígeno sólo el DomIII de la proteína 
E del DENV-2, hecho que explicaría las diferencias observadas en la especificidad para 
los dos reactivos.  
Dado que una de las principales dificultades en el diagnóstico serológico de dengue es 
la elevada reactividad cruzada que se observa entre los anticuerpos generados contra 
los distintos flavivirus debido a la similitud estructural entre sus antígenos, lo que 
conlleva a un alto número de falsos positivos, los resultados obtenidos con nuestro 
reactivo indicarían una mejora en este aspecto, representando una alternativa valiosa 
en lo que respecta al diagnóstico serológico para dengue [122]. Se necesitan realizar 
ensayos con un mayor número de sueros reactivos contra los distintos flavivirus para 
confirmar estos resultados. Asimismo, se necesitan realizar ensayos con un mayor 
número de sueros positivos para los distintos serotipos del virus del dengue para 
estudiar la capacidad del reactivo de detectar sólo anticuerpos contra el virus del dengue 
serotipo 2. De resultar un reactivo específico de serotipo, resultaría una alternativa 
rápida, sencilla y más segura que los ensayos de neutralización utilizados en la 
actualidad para la serotipificación de los anticuerpos presentes en un suero. Estos 
ensayos se realizan sólo en centros especializados dado que requieren de la 
manipulación de virus y el cultivo de células. La posibilidad de serotipificar mediante un 
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enzimoinmunoensayo haría que estas pruebas puedan ser llevadas a cabo en cualquier 
laboratorio. 
5 Conclusiones 
En cuanto a la inmovilización de DomIIIHFB a placas multipocillo, se puede concluir que: 
 El antígeno obtenido a partir de larvas y purificado por ATPS, se inmovilizó 
de manera eficiente en los tres tipos de placas ensayadas (Maxisorp, Polysorp 
y de poliestireno sin tratamiento superficial), a diferencia de lo ocurrido con 
DomIII (sin el tag de HFB), que sólo mostró buenos resultados con placas de 
tipo Maxisorp. 
 La presencia del tag de HFB en DomIIIHFB, estaría mediando su 
inmovilización en placas con superficies son hidrofóbicas (Polysorp y de 
poliestireno sin tratamiento). 
 Las placas de poliestireno sin tratamiento superficial resultan las más 
adecuadas para el desarrollo del inmunoensayo, al ser las más económicas. 
 Se obtienen 22 placas de poliestireno sensibilizadas con el antígeno 
recombinante, con la cantidad de antígeno purificado que se recupera a 
partir de una larva de R. nu infectada con el baculovirus recombinante. 
 La purificación del antígeno por ATPS con Tritón X-114 es requerida para 
evitar señales de unión inespecíficas. 
En lo que respecta a la detección de inmunoglobulinas en sueros de pacientes, se puede 
concluir que: 
 Se obtuvieron resultados equivalentes en cuanto a la detección de IgG anti-
dengue en sueros de pacientes con el reactivo desarrollado en el laboratorio 
y con el reactivo comercial. 
 Los resultados preliminares obtenidos indican que el reactivo desarrollado 
en el laboratorio presentaría especificidad por el serotipo 2 del virus del 
dengue. 
 El reactivo desarrollado en el laboratorio no mostró inmunorreactividad 
cruzada con inmunoglobulinas reactivas contra el virus de la encefalitis de 
San Luis, mientras que el reactivo comercial lo hizo. 
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 Se requiere ensayar un mayor número de sueros, tanto que contengan 
inmunoglobulinas anti-dengue como inmunoglobulinas reactivas contra 
otras flavivirus, para poder confirmar los resultados preliminares obtenidos 
hasta el momento. 
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Conclusiones generales 
 
En el presente trabajo se estudió la producción de dos antígenos del virus del dengue, 
la versión truncada de la proteína de la envoltura (Et) y su dominio III (DomIII), como 
proteínas de fusión a la Hidrofobina I de Trichoderma reesei (HFBI), con el objetivo de 
desarrollar una plataforma integrada que permita su obtención a un bajo costo.  
Para ello, se ensayaron dos sistemas de expresión, uno basado en plantas de Nicotiana 
benthamiana y el otro basado en células y larvas de insectos utilizando baculovirus 
recombinantes. Además, se estudió la purificación de los antígenos por sistemas de dos 
fases acuosas, un método de purificación sencillo y económico.  
La obtención de DomIIIHFB en larvas de Rachiplusia nu y su purificación por ATPS 
utilizando un 2% de Tritón X-114 resultó una excelente plataforma, con la que se 
alcanzaron altos niveles de expresión y un elevado grado de pureza. Tanto el sistema de 
expresión, que no requiere de medios de cultivo ni condiciones de esterilidad, como el 
método de purificación, que no requiere de matrices cromatográficas, hacen que esta 
plataforma resulte económica y fácilmente escalable. Este trabajo reporta por primera 
vez, según nuestro conocimiento, la expresión de una proteína fusionada a HFB en larvas 
de insecto y su purificación por ATPS de manera exitosa.  
El antígeno así obtenido fue utilizado para el desarrollo de un enzimoinmunoensayo de 
tipo indirecto para la detección de IgG anti-dengue en suero de pacientes. La presencia 
de HFB en la proteína recombinante permitió su inmovilización en placas de poliestireno 
sin tratamiento superficial, y así poder utilizar las placas más económicas del mercado. 
El antígeno recombinante fue reconocido por IgG anti-dengue serotipo 2, demostrando 
no solo especificidad por el virus del dengue sino especificidad de serotipo. Estos 
resultados si bien son preliminares y deben ser confirmados analizando un mayor 
número de sueros, son muy interesantes dado que permitirían la serotipificación de una 
infección por medio de un enzimoinmunoensayo simple, evitando los complejos 
ensayos de neutralización.  
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Anexo 1: Medios de cultivo y soluciones 
 
Medio LB (Luria-Bertani) 
Triptona 10 g/l 
Extracto de levadura 5 g/l 
NaCl 10 g/l 
Agitar hasta disolución. Llevar a pH=7 con NaOH (1N). 
Esterilizar por autoclavado. 
Para hacer LB sólido agregar al medio 8 g/l de Agar. 
Medio YENB 
Extracto de levadura 7.5 g/l  
Caldo nutritivo 8 g/l 
Llevar a 1 l con agua destilada y autoclavar. 
Buffer de transformación 
MnCl2.4H2O    10,88 g 
CaCl2.2H2O    2,20 g 
KCl    18,65 g 
PIPES (0,5 M pH 6,7)    20 ml  
H2O c.s.p.    1 litro 
Esterilizar por filtrado y guardar a -20°C 
Buffer TAE (50X) 
Tris-Base 242 g/l 
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Ácido acético glacial 57,1 ml 
Na2EDTA.2H2O 37,2 g/l 
Llevar a pH 8,5 
Buffer de siembra proteínas (6X) 
Para preparar 10 ml de buffer: 
SDS 1,2 g 
Azul de bromofenol 6 mg 
Glicerol 4,7 ml 
Tris 0,5 M pH 6,8 1,2 ml 
H2Od 2,1 ml 
Calentar hasta disolución 
DTT 0,93 g 
Alicuotar y guardar a -20°C 
Buffer de corrida proteínas (5X) 
Tris base 30 g/l 
Glicina 144 g/l 
SDS 6 g/l 
H2Od c.n.p. 1000 ml 
Buffer de transferencia (10X) 
Tris base 30,28 g/l 
Glicina 144,34 g/l 
H2Od c.n.p. 1000 ml 
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Al preparar la dilución para obtener el Buffer 1X, agregar metanol en una concentración 
final de 20% (v/v) 
Solución Hoagland 
Para preparar 10 l de solución 5X: 
KNO3 30,33 g 
Ca(NO3)2.4H2O 47,2 g 
(NH4)H2PO4 5,75 g 
MgSO4.7H2O 24,625 g 
H3BO3 143 mg 
CuSO4.5H2O 4 mg 
ZnSO4.7H2O 11 mg 
MnCl2.4H2O 90,5 mg 
MoO4Na2.2H2O 1,35 mg 
FeSO4.7H2O 250 mg 
EDTA Na2.2H2O 339 mg 
H2O c.s.p. 10 l 
Buffer TE 
10 mM Tris-HCl 
1 mM EDTA 
Llevar a pH 8,0 
Buffer de infiltración (10X) 
Para 300 ml de buffer: 
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Ácido 2-morfolino etano sulfónico (MES) 6,4 g 
MgSO4 3,6 g 
H2O c.s.p. 300 ml 
Ajustar a pH 5,5 
Reactivo de GUS 
Para 1 ml de reactivo se agregaron:  
100 µl buffer fosfato de sodio 1 M, pH 7 
20 µl EDTA 0,5 M, pH 8 
50 µl Tritón X-100 
20 µl K3Fe(CN)6 50 mM  
20 µl X-Gluc 50 mg/ml 
790 µl de agua destilada estéril 
Se guardó protegido de la luz, a -20°C 
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Anexo 2: Secuencias 
 
Secuencia nucleotídica de la proteína E del virus de dengue serotipo 2, Cepa 
16681 (1485 nt) 
La secuencia correspondiente al Dominio III se resalta en verde. 
ATGCGTTGCATAGGAATGTCAAATAGAGACTTTGTGGAAGGGGTTTCAGGAGGAAGCTGGGT
TGACATAGTCTTAGAACATGGAAGCTGTGTGACGACGATGGCAAAAAACAAACCAACATTGG
ATTTTGAACTGATAAAAACAGAAGCCAAACAGCCTGCCACCCTAAGGAAGTACTGTATAGAG
GCAAAGCTAACCAACACAACAACAGAATCTCGCTGCCCAACACAAGGGGAACCCAGCCTAAA
TGAAGAGCAGGACAAAAGGTTCGTCTGCAAACACTCCATGGTAGACAGAGGATGGGGAAAT
GGATGTGGACTATTTGGAAAGGGAGGCATTGTGACCTGTGCTATGTTCAGATGCAAAAAGAA
CATGGAAGGAAAAGTTGTGCAACCAGAAAACTTGGAATACACCATTGTGATAACACCTCACTC
AGGGGAAGAGCATGCAGTCGGAAATGACACAGGAAAACATGGCAAGGAAATCAAAATAACA
CCACAGAGTTCCATCACAGAAGCAGAATTGACAGGTTATGGCACTGTCACAATGGAGTGCTCT
CCAAGAACGGGCCTCGACTTCAATGAGATGGTGTTGCTGCAGATGGAAAATAAAGCTTGGCT
GGTGCACAGGCAATGGTTCCTAGACCTGCCGTTACCATGGTTGCCCGGAGCGGACACACAAG
GGTCAAATTGGATACAGAAAGAGACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCCATGCGAAGAAACAG
GATGTTGTTGTTTTAGGATCCCAAGAAGGGGCCATGCACACAGCACTTACAGGGGCCACAGA
AATCCAAATGTCATCAGGAAACTTACTCTTCACAGGACATCTCAAGTGCAGGCTGAGAATGGA
CAAGCTACAGCTCAAAGGAATGTCATACTCTATGTGCACAGGAAAGTTTAAAGTTGTGAAGGA
AATAGCAGAAACACAACATGGAACAATAGTTATCAGAGTGCAATATGAAGGGGACGGCTCTC
CATGCAAGATCCCTTTTGAGATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTCTTAGGTCGCCTGATTA
CAGTCAACCCAATTGTGACAGAAAAAGATAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAACCTCCATTCG
GAGACAGCTACATCATCATAGGAGTAGAGCCGGGACAACTGAAGCTCAACTGGTTTAAGAAA
GGAAGTTCTATCGGCCAAATGTTTGAGACAACAATGAGGGGGGCGAAGAGAATGGCCATTTT
AGGTGACACAGCCTGGGATTTTGGATCCTTGGGAGGAGTGTTTACATCTATAGGAAAGGCTCT
CCACCAAGTCTTTGGAGCAATCTATGGAGCTGCCTTCAGTGGGGTTTCATGGACTATGAAAAT
CCTCATAGGAGTCATTATCACATGGATAGGAATGAATTCACGCAGCACCTCACTGTCTGTGAC
ACTAGTATTGGTGGGAATTGTGACACTGTATTTGGGAGTCATGGTGCAGGCC 
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Secuencia nucleotídica de Hidrofobina I de Trichoderma reesei (227 nt) 
AGCAACGGCAACGGCAATGTTTGCCCTCCCGGCCTCTTCAGCAACCCCCAGTGCTGTGCCACC
CAAGTCCTTGGCCTCATCGGCCTTGACTGCAAAGTCCCCTCCCAGAACGTTTACGACGGCACC
GACTTCCGCAACGTCTGCGCCAAAACCGGCGCTCAGCCTCTCTGCTGCGTGGCCCCCGTTGCC
GGCCAGGCTCTTCTGTGCCAGACCGCCGTCGGTGCTTG 
Secuencias teóricas para el análisis por Espectrometría de masa 
Secuencia de DomIIIHFB expresada en células y larvas de insectos: 
PSDomIIILinkerTEVHFBStrepII 
Secuencia nucleotídica: 
ATGCTACTAGTAAATCAGTCACACCAAGGCTTCAATAAGGAACACACAAGCAAGATGGTAAG
CGCTATTGTTTTATATGTGCTTTTGGCGGCGGCGGCGCATTCTGCCTTTGCGGCGGATCTTGGA
TCCATGGACAAGCTACAGCTCAAAGGAATGTCATACTCTATGTGCACAGGAAAGTTTAAAGTT
GTGAAGGAAATAGCAGAAACACAACATGGAACAATAGTTATCAGAGTGCAATATGAAGGGG
ACGGCTCTCCATGCAAGATCCCTTTTGAGATAATGGATTTGGAAAAAAGACATGTCTTAGGTC
GCCTGATTACAGTCAACCCAATTGTGACAGAAAAAGATAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAA
CCTCCATTCGGAGACAGCTACATCATCATAGGAGTAGAGCCGGGACAACTGAAGCTCAACTG
GTTTAAGAAAGGAAGTTCTATCGGCCAAGGTGGAGGCTCTGGTGGAGGCTCAGGTGGAGGC
AGTGAAAACCTGTATTTTCAGGGTACCAGCAACGGCAACGGCAATGTTTGCCCTCCCGGCCTC
TTCAGCAACCCCCAGTGCTGTGCCACCCAAGTCCTTGGCCTCATCGGCCTTGACTGCAAAGTCC
CCTCCCAGAACGTTTACGACGGCACCGACTTCCGCAACGTCTGCGCCAAAACCGGCGCTCAGC
CTCTCTGCTGCGTGGCCCCCGTTGCCGGCCAGGCTCTTCTGTGCCAGACCGCCGTCGGTGCTT
GGTCACATCCTCAATTTGAGAAG 
Secuencia aminoacídica: 
Con péptido señal: 
MLLVNQSHQGFNKEHTSKMVSAIVLYVLLAAAAHSAFAADLGSMDKLQLKGMSYSMCTGKFKV
VKEIAETQHGTIVIRVQYEGDGSPCKIPFEIMDLEKRHVLGRLITVNPIVTEKDSPVNIEAEPPFGDSY
IIIGVEPGQLKLNWFKKGSSIGQGGGSGGGSGGGSENLYFQGTSNGNGNVCPPGLFSNPQCCAT
QVLGLIGLDCKVPSQNVYDGTDFRNVCAKTGAQPLCCVAPVAGQALLCQTAVGAWSHPQFEK     
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Peso Molecular teórico estimado= 27,3 kDa 
Sin péptido señal: 
ADLGSMDKLQLKGMSYSMCTGKFKVVKEIAETQHGTIVIRVQYEGDGSPCKIPFEIMDLEKRHVLG
RLITVNPIVTEKDSPVNIEAEPPFGDSYIIIGVEPGQLKLNWFKKGSSIGQGGGSGGGSGGGSENLYF
QGTSNGNGNVCPPGLFSNPQCCATQVLGLIGLDCKVPSQNVYDGTDFRNVCAKTGAQPLCCVAP
VAGQALLCQTAVGAWSHPQFEK 
Peso Molecular teórico estimado= 23,2 kDa 
Referencias: 
PS: péptido señal.  
DomIII: dominio III de la proteína E del virus del dengue serotipo 2. 
Linker: secuencia conectora flexible. 
TEV: sitio de corte para la proteasa TEV. 
HFB: Hidrofobina I de Trichoderma reesei.  
StrepII: etiqueta de Strep II.  
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